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Zur Charakteristik 
des Stoffwechsels in einzelnen Teilen des Gehirns'). 


(Versuche mit Explantaten aus dem Gehirn ausgewachsener Tiere.) 


Von 
A. A. Krontowski. 


(Aus der Abteilung fiir Biologie und experimentelle Medizin des Réntgen- 
instituts zu Kiew.) 


(Eingegangen am 7. Dezember 1926.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 

Schon die ersten Versuche von Harrison selbst (1907 bis 1909) 
haben gezeigt, dab die Explantation von Stiickchen aus embryonalem 
Nervengewebe mit Erfolg zum Studium einiger wichtiger Fragen 
betreffend die Entwicklung des Nervensystems angewandt werden 
kann. Dieser Forscher (2) sowie manche andere Autoren [ Burrows (1) 
Ingebrigtsen (5), Levi (11) u.a.] haben das Auswachsen von Nerven- 
fasern in Gewebskulturen beobachtet und studiert. Da aber die 
Wachstumserscheinungen (sei es die Teilung von Neuroblasten oder das 
Auswachsen der Nervenfasern) nur in den Gewebskulturen aus dem 
embryonalen Nervengewebe oder demjenigen ganz junger Tiere zu 
beobachten waren, sah man gewdhnlich davon ab, Explantate aus 
dem zentralen Nervensystem ausgewachsener Tiere zum Studium 
der oder jener Fragen beziiglich des Nervengeweves anzulegen. 

Indessen wire es, meines Erachtens, vom Gesichtspunkt der 
normalen und pathologischen Physiologie von besonderem Interesse, 
mittels der Explantationsmethode die Lebenstdtigkeit einzelner Teil 
des Gehirns, namentlich bei ausgewachsenen Tieren, unter verschiedenen 
Bedingungen zu untersuchen. Im Laufe der letzten Jahre wurden von 


1) Vorgetragen in der Sitzung der Kiewer Pathologen-Gesellschaft 
am 16. Mai 1926 und (mit Beriicksichtigung weiterer Versuche iiber Insulin- 
wirkung) auf der Allrussischen Physiologentagung zu Leningrad am 27. Mai 
1926. 
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mir und meinen Mitarbeitern [Krontowski (7), Krontowski und Bron- 
stein (8), Krontowski, Jazimirska-Krontowska und Magath (9), Kron- 
towski, Bereschanski und Majewski (10)] einige physikalisch-chemische 
und mikrochemische Methoden zum Studium der Lebenstatigkeit 
explantierter Gewebe angewandt; es hat sich ergeben, daB es auf solche 
Weise gelingt, bestimmte Kriterien zur Abschitzung der Lebens- 
erscheinungen in Gewebskulturen — vor allem des Stoffwechsels 
zu gewinnen, und zwar sogar in den Fallen, wo das explantierte Gewebs- 
stiickchen (z.B. ein Stiickchen Nierenrindensubstanz eines aus- 
gewachsenen Tieres) keine Wachstumserscheinungen aufweist. Diese 
Feststellungen regten mich an, den Versuch zu unternehmen, en/- 
sprechende Explantate aus bestimmten Teilen des Gehirns ausgewachsener 
Tiere anzulegen und den Stoffwechsel dieser Explantate, soweit es méglich, 
physikalisch-chemisch und mikrochemisch zu verfolgen. 


Auf diese Weise hoffte ich zu einigen Resultaten zu gelangen, indem 
ich vermutete, da die Nervengewebestiickchen bei der Explantation in 
einem passenden Medium sich doch unter etwas besseren Bedingungen 
(schwerlich unter schlechteren) befinden werden, als das Nervengewebe 
in den Versuchen von Hirschberg und Winterstein (3), die das einem Frosche 
entnommene Riickenmark einfach in Kochsalzlésung (unter Sauerstoft- 
versorgung) mit Zuckerzusatz versenkten und den Zuckerverbrauch ab- 
schatzten, oder in den Versuchen von Warburg, Posener und Negelein (14), 
die, unter anderen Versuchen nach der eleganten Warburgschen Methode, 
auch Schnitte aus der grauen Gehirnsubstanz der Ratte in Ringerlésung 
mit Glucose unterbrachten und die Glykolyse gasometrisch bestimmten. 
Indessen haben die Versuche von Hirschberg und Winterstein eine Reihe 
auBerst interessanter Feststellungen zur Charakteristik des Stoffwechsels 
im zentralen Nervensystem erbracht [vgl. auch Hirschberg und Winter- 
stein (4)], wahrend die Versuche von Warburg und seinen Mitarbeitern das 
Vorhandensein einer energischen anaeroben Glykolyse in der Gehirnrinde 
der Ratte zeigten, wobei die Glykolyse derjenigen durch embryonale Ge- 
webe annahernd gleichstand. Die interessanten Ergebnisse der genannten 
Forscher lieBen es hoffen, da8B auch meine Versuche, ausgefiihrt mittels 
einer anderen Methodik [unter Ausnutzung aller Vorziige der Explan- 
tation')] und in einer anderen Richtung, auch nicht erfolglos bleiben 
werden. Es steht ja fest, daB die Stiickchen des Nervengewebes bei der 
Explantation in solche Bedingungen geraten, unter welchen die Nerven- 
zellen eine Zeitlang am Leben bleiben, wobei auch das Auswachsen von 
Nervenfasern stattfinden kann, und zwar nicht nur in Fallen, wo die 
Stiickchen dem embryonalen Gewebe angehérten, sondern auch in Ex- 
plantaten aus demjenigen jiingerer Tiere: so wurden z. B. Stiickchen aus 
Spinalganglien [Marinesco und Minea (12), Ingebrigtsen (5)} oder Kleinhirn 
[Ingebrigtsen (6)] junger Katzen und Meerschweinchen explantiert.  Zu- 
gunsten der Annahme, da8 auch in Explantaten aus der GroShirnrinde 
ausgewachsener Tiere das Leben der Nervenzellen gewissermaBen erhalten 
bleibe, sprach auch der Umstand, da8 in einigen meiner friiheren Versuche, 


1) Leider sind die gegenwartigen Explantationsmethoden noch sehr 
unvollkommen und leiden an manchen Gebrechen. 
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als ich Stiickchen aus der Rinde und anderen Teilen des Gehirns aus- 
gewachsener Tiere unter gleichen Bedingungen explantierte, nicht selten 
in Kulturen aus einzelnen Gehirnteilen (namentlich aus den phylogenetisch 
alteren), aus dem zentralen Héhlengrau, Nervenfasern wuchsen, obwohl bei 
der Besichtigung der Jebenden Explantate aus der Rinde sich keine 
Wachstumserscheinungen seitens der Nervenelemente konstatieren lieBen; 
wenigstens einige von den in der Peripherie des Stiickchens gelegenen 
Nervenzellen blieben also ziemlich lange am Leben. 


II. Versuchsmaterial und Methodik. 


Um sich zunachst zu iiberzeugen, ob es tatsachlich gelingt, den Stoff- 
wechsel in Gehirnexplantaten aus ausgewachsenen Tieren wahrzunehmen, 
wurden einige Versuchsserien an Gewebskulturen aus einzelnen Teilen des 
Gehirns ausgewachsener Kaninchen unternommen: mittels feiner Instru- 
mente (derjenigen fiir Augenchirurgie) wurden kleine Stiickchen (0,5 bis 
0,8 mm Durchmesser) aus der GroShirnrinde (auf der Héhe der groben 
Pyramidenzellen, was dann an mikroskopischen Priaparaten: nachgepriift 
wurde), aus verschiedenen Tellen der weiBen Gehirnsubstanz und aus 
verschiedenen Punkten des zentralen Héhlengrau ausgeschnitten. Stiick- 
chen von médglichst gleichen Dimensionen wurden dann auf iibliche 
Weise in kleineren (gleich groBen) Mediumtropfen explantiert. (Zurzeit 
werden von uns die Dimensionen der Gewebestiickchen als auch 
der Mediumtropfen mittels eines speziellen Instrumentariums genauer 
dosiert.) Um genauere Resultate zu erzielen, legte ich an einer jeden 
Gabritschewskischale mehrere zum Grundversuch gehérende und Kontroll- 
kulturen an [als Kontrolle dienten Mediumtropfen mit ebensolchen durch 
Kochen abgetéteten oder autolysierten (mittels einer vorhergehenden 
2 Tage langen aseptischen Aufbewahrung bei 37,5° C) Gehirnstiickchen oder 
ebensolche Mediumtropfen ohne Stiickchen]. Die Schalen wurden in Thermo- 
staten bei 37,5° untergebracht. In einigen Fillen wurden die Kulturen 
in Carrelschen Schalen (Modell D) angefertigt; in solechen Kulturen wurde 
nur der fliissige Teil des Mediums zur Analyse genommen. Als Maf des 
Stoffwechselverlaufs untersuchte ich in diesen ersten Versuchsserien vor 
allem den Zuckerverbrauch, da, auBer sonstigen Uberlegungen [siehe 
Krontowski und Bronstein (8)] ,,der Zucker nicht bloB eine Quelle der 
Muskelkraft, sondern auch eine solche der Tatigkeit der nervésen Zentral- 
organe darstellt‘*, wie es Hirschberg und Winterstein auf Grund ihrer zahl- 
reichen Versuche geschlossen haben (3). Fiir die Zuckerbestimmung wurden 
Kulturen im Medium aus gleichen Volumen Plasma und Tyrodelésung 
angelegt; die Bestimmungen in Explantaten wurden nach der Methode 
von Hagedorn-Jensen ausgefiihrt, wie es in einer unserer vorhergehenden 
Arbeiten beschrieben wurde [Krontowski und Bronstein (8)]. AuBerdem 
wurde die von mir [Krontowski (7)] ausgearbeitete Methode angewandt, 
die im wesentlichen darin besteht, da8 man zu dem Medium, in welchem 
die Gewebe explantiert werden (verdiinntes Plasma, Lewis-Lockesches 
Medium und dergleichen) bestimmte Stoffe zugibt (verschiedene Kohle- 
hydrate, Butyrin usw.), welche durch die Lebenstatigkeit der Explantate 
unter Bildung saurer Produkte abgebaut werden, und da8 man im Laufe 
der Explantation nach bestimmten Zeitintervallen die Wasserstoffzah| 
(Wasserstoffionenkonzentration) — entweder elektrometrisch mittels Mikro- 
elektrode oder mittels Indikatoren von Clark und Lubs bestimmt. Fiir 
derartige Untersuchungen wurden die Gehirnstiickchen in einer Mischung 
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von Plasma, Tyrodel6sung und Glucose explantiert (um eine raschere An- 
haiufung der sauren Abbauprodukte und eine deutlichere pg-Verschiebung 
zu erzielen, wurde ein Teil Plasma mit 3 Teilen Tyrodelésung verdiinnt 
mit Zusatz von so viel Glucose, daB der Gesamtgehalt des zugesetzten 
Zuckers 1 Proz. betrug; seltener wurde Plasma + Tyrodelésung aa 

Glucose gebraucht), dann wurden die py-Werte (im Mediumtropfen 
und dem explantierten Stiickchen) in bestimmten Zeitintervallen mittels 
der Indikatoren von Clark und Lubs bestimmt [nach der von Krontowski (7) 
und Krontowski, Jazimirska-Krontowska und Magath (9) beschriebenen 
Methodik }. 


III. Versuche mit Explantaten aus verschiedenen Teilen des Gehirns aus- 
wachsener Tiere. 


Schon die allerersten Versuche, die ich vor 2 Jahren unternommen 
habe, ergaben, daB die Explantate aus der grauen Substanz der Gehirn- 
rinde in Anwesenheit von 1 Proz. Glucose sehr rasch') (im Laufe der 
ersten Versuchsstunden) das Medium betrichtlich ansiuern (dessen 
pu-Wert vermindern), so daB gegen das Ende der ersten 24 Stunden 
die Reaktion deutlich sauer wird (diese Reaktionsverschiebung liBt 

sich sogar mittels Lackmus als Indikator demon. 

strieren). Andererseits erzeugen die Explantate 
aus der weiBen Gehirnsubstanz unter analogen 

« Bedingungen keine oder nur eine duBerst geringe 
teaktionsinderung im Kulturmedium. Explantate 
aus dem zentralen Héhlengrau ergaben wechselnde 
Resultate, abhingig vor allem von der Stelle, 
Y der die Stiickchen entnommen waren (vom Ge- 
—_—” halt der Explantate an Zellen und dergleichen); 
"mete ie 4) diese Versuche zeigten aber, daB der Stoffwechsel 
in den Explantaten aus dem zentralen Héhlen- 

Abb. 1. grau bedeutend intensiver war als in denjenigen 

ae ot = te aus der weiBen Gehirnsubstanz, jedoch in der 
+ Ringerlésung + 1Proz. Mehrzahl der Fille geringer als in Kulturen 

Glucose) aus: a ‘ 

06 we tae der grauen Substanz der Rinde (manchmal 
der GroBhirnrinde, waren auch umgekehrte Verhiltnisse zu _beob- 
b) dem zentralen Hoéblens achten). In den Kontrollen — ebensolche Medium- 
°) rected Substanz *tOpfen mit durch Kochen abgetéteten oder 
des Gehimns eines aus- autolysierten Stiickchen oder Mediumtropfen 
ne oa Kaninx ohne Stiickchen — lieS sich keine derartige 
Reaktionsverschiebung feststellen. 

Als Beispiel sei eine Kurve der Wasserstoffionenkonzentrations- 

verschiebung in Explantaten aus verschiedenen Teilen des Gehirns 











1) Falls das Medium auf oben geschilderte Weise zusammengesetzt 
wird [Krontowski (7)]}. 
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eines ausgewachsenen Kaninchens (unter der oben angegebenen Zu- 
sammensetzung des Mediums, 1 Teil Plasma + 3 Teile Ringerlésung 
mit Glucose) angefiihrt. 

Die direkte Abschitzung des Zuckerverbrauchs seitens der Ex- 
plantate aus verschiedenen Gehirnteilen ausgewachsener Kaninehen 
fiihrte zu analogen Ergebnissen. Es mége ein kurzer Auszug aus dem 
Protokoll eines Versuchs angefiihrt werden (s. Tabelle 1). 


Tabelle I. 


Zuckergehalt und Zuckerverbrauch in 48stiindigen Explantaten aus ver- 
schiedenen Teilen des Gehirns ausgewachsener Kaninchen. 





— Kontrolle : 
der Gebimrinde Substanz Hoblengreu | Mediumtropfen 
ac mit gus 
5 i 8 Gebirns I ll stiickchen 
Zahl der Explantate . . 4 5 4 4 4 5 
Gesamtgewicht in mg 
(Medium-+-Stiickchen) 695 81 50.5 58.0 465 48.5 
Zuckergehalt in mg .. 0,042 0,043 0,056 0,049 0,035 0,065 
Zuckergehalt in Proz. . 0.06 0053 90,11 0.08 0,075 0,13 
Zuckerverbrauch in Proz. 
im Vergleich zur Kon- 
trolle (deren Zucker- 
gehalt gleich 100 Proz. 
gesetzt) ....... S88 592 15.4 385 4238 0 


Aus der angefiihrten Tabelle ist zu ersehen, dab der Zuckerverbrauch 
aus dem umgebenden Medium in Explantaten der grauen Substanz 
der Gehirnrinde am intensivsten ist; im Laufe von 48 Stunden werden 
50 bis 60 Proz. des Zuckergehalts im Medium verbraucht (es wurden 
0,06 bis 0,053 Proz. Zucker anstatt 0,13 Proz. in der Kontrolle ge- 
funden). Explantate aus dem zentralex Héhlengrau wiesen in diesem 
Versuch gleichzeitig einen ungefihr 40 Proz. des Gesamtgehalts 
betragenden Zuckerverbrauch auf. In den Explantaten aus der weiben 
Gehirnsubstanz erwies sich der Zuckerverbrauch als unbedeutend 
(etwa 15 Proz. des Gesamtgehalts). 

In diesem Versuch wie auch in dem oben angefiihrten Versuch 
mit py-Messung wird man auf den erheblichen Zuckerverbrauch seitens 
der grauen Substanz der Rinde und auf den geringen Verbrauch in der 
weiBen Substanz aufmerksam. In einzelnen Versuchen variierten die 
Ergebnisse der Analysen selbstverstandlich, abhingig von verschiedenen 
Bedingungen (z.B. von dem Verhiltnis zwischen der GréBe des 
Stiickchens und der Menge des Mediums und dergleichen); eine be- 
stimmte GesetzmaBigkeit der Resultate lieB sich aber immer kon- 
statieren. 
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Um die Ergebnisse zu illustrieren, méchte ich noch die Resultate 
von zwei Versuchen anfiihren, deren einer mit pa-Bestimmungen, der 
andere mit Abschitzung des Zuckerverbrauchs ausgefiihrt wurde. Die 
Resultate sind in den Abb. 2 und 3 graphisch dargestellt; die Versuche 
wurden nicht zu gleicher Zeit ausgefiihrt und das Material entstammte 
verschiedenen Tieren (ausgewachsenen Kaninchen), dennoch sind die 
Ergebnisse im ganzen vdéllig analog, obwohl im ersteren Falle eine 
physikalisch-chemische Methode angewandt und die pg-Werte in 
einzelnen Kulturen bestimmt wurden, wihrend im anderen Versuch 
(Abb. 3) die mikrochemische Methode zur Anwendung kam, wobei fiir 
eine jede Analyse vier bis fiinf Explantate notwendig waren. 
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Abb. 2. Abb. 3. 
Die Wasserstoffionenkonzentration Zuckerverbrauch durch Explantate aus der: 
in 24stindigen Explantaten (im Plasma a) grauen Substanz der Gehirnrinde, 
+ Glucose) aus der: b) weiBen Gehirnsubstanz, 
a) grauen Substanz der Gehirnrinde, c) aus dem zentralen Héhlengrau. 
b) weifen Gehirnsubstanz, 
c) aus dem zentralen Hohlengrau. 


Um den Vergleich der Stoffwechselintensitaét in Explantaten aus 
der Gehirnrinde mit derjenigen in Kulturen aus anderen Organen zu 
erméglichen, seien die Resultate eines Versuchs angefiihrt, in dem 
analoge Explantate aus «der grauen Substanz der Gehirnrinde und 
aus der Nierenrindensubstanz desselben ausgewachsenen Tieres an- 
gelegt worden sind (als Vergleichsmaterial sind selbstverstandlich 
solche Explantate zu verwerten, die, ahnlich wie die Gehirnrinde, keine 
Wachstumserscheinungen aufweisen, da in den Kulturen aus embryo- 
nalen oder jungen Geweben, die in vitro energisch wachsen, auch der 
Stoffwechsel sehr intensiv verliuft). In 24stiindigen Explantaten aus 
der grauen Substanz der Gehirnrinde wurden 0,062 Proz. Zucker ge- 
funden, in denjenigen aus der Nierenrindensubstanz — 0,10 Proz., 
wiahrend die Kontrolle 0,14 Proz. Zucker enthielt. Obwohl der Nieren- 
rindensubstanz, wie bekannt, ein intensiver Stoffwechsel eigen ist 
und auch in dem angefiihrten Versuch die Explantate aus der Nieren- 
rinde im Laufe von 24 Stunden 29 Proz. des Gesamtgehalts an Zucker 
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im Medium verbraucht haben, ist der Zuckerabbau in den Gehirn- 
rindenexplantaten doch noch viel erheblicher; er betrug 56 Proz. des 
zur Verfiigung stehenden Zuckergehalts. Auf ahnliche Weise war auch 
die pa-Verschiebung (in einem Medium mit Zusatz von 1 Proz. Glucose) 
in Explantaten aus der Gehirnrinde erheblich gréBer als in solchen 
aus Nierenrindensubstanz. 


IV. Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Aus der Zusammenstellung der angefiihrten Resultate, sowie aus 
meinen zahlreichen anderen Versuchen (die hier nicht angefiihrt werden, 
um Platz zu sparen) ersieht man, daB es gelingt, in Explantaten aus ver- 
schiedenen Gehirnteilen ausgewachsener Tiere den Stoffwechsel wahr- 
zunehmen und zu verfolgen. Die angefiihrten Ergebnisse zeigen unmittelbar, 
daB der Stoffwechsel (der Zuckerverbrauch, die Anhdiufung der sauren 
Abbauprodukte) in Explantaten aus der grauen Substanz der Gehirnrinde 
sehr intensiv verlduft und denjenigen der weiBen Gehirnsubstanz erheblich 
iibertrifjt. Hirschberg und Winterstein (4) haben auf Grund indirekter 
Uberlegungen (indem sie angenommen haben, da®S das Riickenmark des 
Frosches aus annihernd gleichen Teilen der grauen und der weiBen Sub- 
stanz bestehe, und daB sich die chemischen Prozesse in den beiden Mark- 
teilen nur quantitativ unterscheiden) vermutet, nachdem sie den Stoff- 
wechsel im Riickenmark (s. oben, Einleitung) mit demjenigen der peripheri- 
schen Nerven verglichen haben, daB der Stoffwechsel in der grauen Substanz 
zwei- bis dreimal so groB ist, als in der weiBen. 

Meine Versuche mit der Explantation von Stiickchen, welche aus dem 
Gehirn lebender oder soeben getéteter ausgewachsener Kaninchen aseptisch 
ausgeschnitten wurden, haben bei der physikalisch-chemischen Unter- 
suchung im Laufe der ersten Versuchsstunden und bei der etwas spéter 
ausgefiihrten mikrochemischen Untersuchung den direkten Beweis erbracht, 
daB der grauen Substanz der Gehirnrinde ein energischer Stoffwechsel eigen 
ist, weit tiberlegen demjenigen der weiBen Gehirnsubstanz'); der Stoffwechsel 
in dem zentralen Héhlengrau ist auch ziemlich erheblich, doch variierte 
er bedeutend in einzelnen Stiickchen, die aus verschiedenen Teilen des 
Gehirns ausgeschnitten wurden (durch weitere Versuche soll diese 
Frage eingehender erértert werden). Eine gewisse Vorstellung dariiber, 
in welchem MaBe der Stoffwechsel der grauen Gehirnsubstanz denjenigen 
mancher anderer Gewebe iibertrifft, wird durch die oben angefiihrten 


1) (Erganzung bei der Vorbereitung des Vortrags zum Druck.) Vor 
kurzem haben Wohlgemuth und Nakamura (15) gezeigt, daB die graue 
Gehirnsubstanz imstande ist, Zucker auf oxydativem Wege abzubauen, 
und da8 sie in ihrer Wirkung der weiBen Substanz weit iiberlegen ist. Die 
Versuche waren auf die Weise ausgefiihrt, daB Menschengehirn, aus Leichen 
etwa 30 Stunden nach dem Tode entnommen, in Brei zerrieben (einzeln die 
graue und die weiBe Substanz), mit physiologischer Salzlésung (+ Puffer- 
lésung) mit Zusatz von Desinfiziens (Optochinum bas.) und Zucker ver- 
diinnt, im Laufe von 8 Stunden im Thermostat belassen (bei langerem 
Verweilen im Thermostat trat Faulnis ein), dann 15 Stunden im Eisschrank 
aufbewahrt wurde: dann wurde der bei dem oxydativen Abbau des Zuckers 
entstehende Acetaldehyd nach Neubergs Methodik (16) bestimmt. 
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Resultate memer vergleichenden Versuche gegeben, die gezeigt haben, 
da8 der Stoffwechsel (Zuckerverbrauch, py-Verschiebung) in Explantaten 
aus der Gehirnrinde viel deutlicher zutage tritt, als in solechen aus der 
Nierenrindensubstanz ausgewachsener Kaninchen; letztere besitzt aber 
bekanntlich (vgl. auch die Versuche von Krontowski und Bronstein (8)]} 
einen recht energischen Stoffwechsel im Vergleich zu vielen anderen Ge- 
weben '). 

Ferner verdient ein weiterer interessanter Umstand erwahnt zu werden. 
Obwohl sich die intensivsten Stoffwechselvorgange in den Gehirnexplantaten 
im Laufe der ersten Explantationsstunden abspielen und spéater, indem 
das Leben erlischt, immer schwicher werden, existiert der Stoffwechsel 
dennoch ganz bestimmt, beispielsweise 24 Stunden nach der Anfertigung 
der Explantate (die mikro-chemische Analyse der 24stiindigen Explantate 
ergibt allerdings nur die endgiiltigen Resultate, die auch im Laufe der 
ersten Minuten und Stunden bei Fehlen weiterer Verainderungen gegen das 
Ende der Versuchszeit entstehen konnten). Indessen haben die Nerven- 
zellen an mikroskopischen Priiparaten (Farbung z. B. nach Nissl oder 
einfach mit Hamatoxilineosin) aus meinen 24stiindigen Explantaten, die 
ja einen gewissen, obschon abgeschwiachten Stoffwechsel aufweisen und 
also noch am Leben sind, nicht mehr das normale Aussehen: an gefiarbten 
Praparaten erscheinen die Kern- und Cytoplasmastrukturen stark alteriert *) 
{vgl. auch Veratti (13)]. Da alle angefiihrten Ergebnisse betreffend den 
energischen Stoffwechsel in Explantaten im Vergleich zu verschiedenen 
Kontrollen, sowie der festgestellte scharfe Unterschied im Stoffwechsel 
der grauen und der weiBen Gehirnsubstanz darauf hinweisen, daB die 
wahrgenommenen Stoffwechselerscheinungen eben an die Anwesenheit 
von lebendem, wenn auch morphologisch verdndertem Nervengewebe bzw. 
Nervenzellen der grauen Gehirnsubstanz gekniipft sind, so muB gedacht 
werden, da8 die tiblichen morphologischen Kriterien nicht ausreichen, um 
liber solch einen fundamentalen Lebensvorgang wie den Stoffwechsel 
ein Urteil zu gewinnen: in einem morphologisch stark veranderten Gewebe 
kann ein energischer Stoffwechsel stattfinden. Dafiir sprechen auch die 
schon erwahnten Versuche von Hirschberg und Winterstein (3): Beim 
Zerreiben des Riickenmarks in einem Glasmérser und bei Ausfiihrung der 
Versuche mit diesem Gewebebrei anstatt des ganzen iiberlebenden Riicken- 
marks stellen diese Untersucher keine Verminderung des Glucoseverbrauchs 
fest. Da weder der Brei aus abgetétetem Gewebe noch das von lebenden 
Gewebepartikelchen freie . Filtrat den beschriebenen Zuckerverbrauch 
beobachten lieBen, kamen die Autoren zu dem SchluB, daB der festgestellte 
Glucoseverbrauch (sowie sonstige Stoffwechselerscheinungen) nicht etwa 
von einem léslichen Ferment abhingen, sondern durch die Anwesenheit 
lebender Gewebepartikelchen bedingt seien. In diesem Sinne sind auch 
meine Kontrollversuche zu deuten, in welchen ich nicht nur durch Er- 
warmung abgetétete, sondern auch aseptisch autolysierte Gehirnstiickchen 
explantierte; in letzteren blieben die Fermente erhalten, jedoch lebten die 
Zellen nicht mehr. Die Ergebnisse der genannten Autoren als auch die 


1) Vgl. die in den Tabulae biologicae 3, 1926, zusammengestellten 
Daten. 

2) Allerdings andert sich das Verhalten der Nervenzellen gegen Fiarbung 
auch in dem Falle, wenn das ausgeschnittene Gehirnstiickchen nicht sofort 
fixiert, sondern eine Zeitlang beispielsweise in Tyrodelésung belassen wird. 
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Zusammenstellung meiner physikalisch-chemischen und mikro-chemischen 
Feststellungen mit den morphologischen Bildern in meinen Versuchen 
lassen es glauben, daB es fiir die Erhaltung des Stoffwechsels, ja eines solchen 
von bedeutender Intensitét, die morphologische Intaktheit (beziiglich der 
Farbbarkeit und dergleichen) und Ganzheit der Gewebe und Zellen nicht 
unbedingt notwendig ist; eher diirfte man vermuten, daB die Erhaltung 
von lebendem Protoplasma (mit dessen inneren Katalysatoren) im Gewebe 
und in den Zellen oder sogar in Zellfetzen dazu geniige. 

Jedenfalls findet in Explantaten aus verschiedenen Teilen des Gehirns 
ausgewachsener Tiere ein mehr oder minder intensiver Stoffwechse! statt ; 
das Vorhandensein und die GréBe dieses Stoffwechsels lassen sich, wie es 
meine Versuche gezeigt haben, mittels physikalisch-chemischer und mikro- 
chemischer Methoden abschiatzen. Ich méchte noch in methodologischer 
Hinsicht darauf aufmerksam machen, da8 fiir die Explantation ganz kleine 
Gewebestiickchen geniigen (0,5 mm Durchmesser und darunter); es ist 
also méglich, mittels eines Pripariermikroskops und entsprechender In- 
strumente genau bestimmte kleinere Bezirke, bestimmte Zellgruppen aus 
der Gehirnrinde, aus den Kernen oder tiefer gelegenen Gehirnabschnitten 
fiir die Explantation herauszuschneiden und fiir verschiedene Versuche 
zu gebrauchen, wenn nétig nach der oder jener experimentellen Einwirkung 
in vivo. Da die explantierten Stiickchen des weiteren fiir mannigfache 
Einwirkungen in vitro leicht zugénglich sind, so scheint augh dieser Um- 
stand die beschriebene Methodik zum Studium mancher Fragen geeignet 
zu machen. 

Zusammenfassung. 

1. Die Anwendung physikalisch-chemischer und mikro-chemischer 
Methoden zum Studium des Lebens der Explantate gestattet es, den 
Stoffwechsel in Explantaten aus verschiedenen Teilen des Gehirns 
(und anderen Teilen des Nervensystems) ausgewachsener Tiere zu 
untersuchen. 

2. In Explantaten aus der grauen Substanz der GroBhirnrinde 
ausgewachsener Kaninchen gelang es, intensive Stoffwechselvorgange 
wahrzunehmen (schon nach einigen Stunden trat unter den angegebenen 
Bedingungen eine Verschiebung der Wasserstoffionenkonzentration 
nach der sauren Seite, ferner ein energischer Glucoseverbrauch ein), 
welche z.B. denjenigen in Explantaten aus Nierenrindensubstanz 
ausgewachsener Tiere (wo ebenfalls ein ziemlich energischer Stoff- 
wechsel stattfindet) weit iiberlegen sind. 

3. Die graue Substanz der Gehirnrinde weist unter diesen Be- 
dingungen einen weit intensiveren Stoffwechsel auf als die weibe Gehirn- 
substanz; der Stoffwechsel im zentralen Héhlengrau hat sich im 
allgemeinen ebenfalls als ziemlich energisch erwiesen, doch variiert 
er, abhingig von verschiedenen Bedingungen: von der Stelle, aus 
der das Stiickchen ausgeschnitten worden ist, von dessen Gehalt an 
Nervenzellen und dergleichen. 

4. Da man fiir die Explantation mit sehr kleinen Gewebestiickchen 
(0,5 mm Durchmesser und darunter) auskommen kann, so erméglicht 
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die beschriebene Methodik das Studium des Stoffwechsels in ganz 
kleinen einzelnen Punkten des Gehirns (Rinde, Kerne), wenn sie auch 
nur kleinere Gruppen einzelner Nervenzellen darstellen, unter Be- 
dingungen, die verschiedenen zu untersuchenden Einwirkungen in vivo 
und in vitro leicht zugiinglich sind. 
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Zur Frage des anhydridartigen Charakters der Eiweibstoffe. 


Von 


N. D. Zelinsky und N. I. Gawrilow. 
(Aus dem organisch-chemischen Laboratorium der 1. Universitat Moskau.) 


(Eingegangen am 4. Januar 1927.) 


Vor einigen Jahren veréffentlichten Zelinsky (1) und Ssadikow und 
Zelinsky (2) die Resultate einer von ihnen bereits 1913/14 ausgefiihrten 
Untersuchung, welche infolge des Krieges und seiner Nachwirkungen 
erst 1923 in Deutschland veréffentlicht werden konnten. 

Es handelte sich in dieser Arbeit um die Hydrolyse von Eiweib- 
stoffen mittels verdiinnter Sauren in einem auf 180° erhitzten Auto- 
klaven. Die Verfasser haben dabei bewiesen, dab das Hydrolysat 
neben den Aminosauren bedeutende Mengen von Anhydriden der Amino- 
sduren enthalt. Im Hydrolysat der Gansefedern betrug diese Anhydrid- 
fraktion bis zu 50 Proz. von der Gesamtmenge der Produkte der Hydro- 
lyse. Die Konsequenzen dieser Arbeit, d.h. die Méglichkeit der Pra- 
existenz von Anhydridgruppierungen in der EiweiBmolekel, sowie die 
Methode der Hydrolyse mittels verdiinnter Sauren wurden von Brigl (3) 
erértert, der aus Glycyl-glycin beim Erwarmen einer 20proz. Lésung 
desselben in 0,5proz. Salzsiiure das Glycinanhydrid erhielt, wahrend 
Abderhalden (4) unsere Arbeit einer Kritik unterzog, indem er die 
Neigung einer Reihe von Dipeptiden zur Anhydrisierung nicht nur 
im Autoklaven bei 180° nachwies, sondern auch beim Erwirmen mit 
Wasser auf 100°. Abgesehen von dem seiner Form nach unzulissigen 
und seinem Wesen nach unrichtigen und parteiischen Verhalten Abder- 
haldens gegen die von uns erzielten Resultate, scheint es uns merkwiirdig, 
daB unsere schlechte Arbeit, die nach seiner Ansicht zur Entwicklung 
der Proteinchemie nichts beigetragen hat und dieselbe sogar eher 
hemmt, ihn dazu bewog, unsere Hydrolysenmethode anzuwenden und 
die Anwesenheit von Anhydridgruppierungen in den Proteinen durch 
eine Reihe von Versuchen zu beweisen. Indem wir zugeben, daB die 
groBe Autoritat Abderhaldens wohl keinem Zweifel unterliegt, begriiBen 
wir unsererseits seinen EntschluB, unsere weiteren Mitteilungen zu 
ignorieren, da uns das die volle Garantie gibt, von ungerechten An- 
griffen verschont zu bleiben. Zufalligerweise iibersah Abderhalden die 
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Tatsache, dab Zelinsky und Ssadikow als erste auf die Bedeutung der 
Anhydride als Bausteine der EiweiBstoffe hinwiesen. Auf ein ahnliches 
Verhalten Abderhaldens gegen fremde Arbeiten und Ignorierung der 
in denselben mitgeteilten Daten wiesen neulich auch Herzog (5) und 
Loew (6) hin. Abderhalden belehrt uns, daB jede Hydrolyse als kata- 
lytischer ProzeB zu betrachten sei, und halt deshalb unsere Bezeichnung 
..Katalytische Spaltung von EiweiBstoffen fiir die Hydrolyse mit 
Hilfe von 1- bis 2proz. Mineralsiuren fiir nicht richtig. 

Bekanntlich wurde die Hydrolyse von EiweiBstoffen bis zur letzten 
Zeit mit Hilfe von rauchender Salzsiure im groBen Uberschu8 oder 
mit Hilfe von 25- bis 30proz. Schwefelsiure ausgefiihrt, wihrend wir 
stark verdiinnte Siure anwenden, die katalytisch wirkt, indem sie 
die Hydrolyse beschleunigt. Deshalb gelang es uns auch, die Anhydride 
in bedeutender Menge zu isolieren, was bei Anwendung eines groBen 
Uberschusses von starker Siiture unméglich wire, da in diesem Falle 
die Anhydride bis zu den Aminosauren hydrolysiert wiirden. 

Freilich gelingt die partielle Hydrolyse von EiweiBkérpern auch 
mit Hilfe von Wasser bei 180°, aber nicht so vollstandig, wie in Gegen 
wart einer geringen Menge von Salz- oder Schwefelsiure. Die Wasser- 
stoffionenkonzentration ist in diesem Falle bedeutend gréBer und die 
hydratisierten Kerne der Wasserstoffionen (H, O°) bewirken eine raschere 
Hydrolyse. Wir haben somit unseren ProzeB ganz richtig als einen 
katalytischen bezeichnet. 

Die Frage nach dem anhydridartigen Bau der EiweiBmolekel 
gewinnt in letzter Zeit immer mehr an Wahrscheinlichkeit, wie das 
auch aus den Arbeiten von Herzog (7) und Bergmann (8) hervorgeht 

Jetzt ist es klar, daB Zelinsky und Ssadikow eine so groBe Menge von 
Aminosiureanhydriden aus dem EiweiBhydrolysat ausgeschieden haben. 
wie sie bei der Annahme einer ausschlieBlich polypeptidischen Struktur 
der Proteine nicht zu erwarten wiire. Sie hatten in ihren Handen un- 
zweifelhaft Anhydride, die in der Eiweibmolekel zum gréBten Teile 
bereits priiexistierten. Was die Anhydrisierung der Dipeptide nach 
Versuchen von Brigl, /aitschnikow (9), Abderhalden (10) und Liidke (11) 
anbetrifft, so geht dieser ProzeB nach unseren Beobachtungen haupt- 
sachlich in neutralem Milieu und bei hoher Konzentration des Dipeptids 
vonstatten. 

Dieser Vorgang wird durch Sauren stark verzégert, und bei Gegen- 
wart von | Mol. Siure oder etwas mehr auf je eine NH,-Gruppe hort 
die Anhydrisierung ganz auf. Letztere ist offenbar von derselben 
Ordnung wie die ,,Maskierung’’ des Aminostickstoffs durch Mineral- 
siuren. Bei der Anhydrisierung in neutralem Milieu geht eine 
Acylierung der Aminogruppe durch die eigene Carboxylgruppe des 
Polypeptids unter Bildung eines inneren Imids vor sich. 
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Dieser ProzeB ist umkehrbar, und die Anwesenheit einer fremden 
Saure bestimmt, je nach der Natur derselben, ihrer Menge, der Tem- 
peratur und Individualitat des Polypeptids selbst, das Gleichgewicht 
desselben. 

Die Annahme Liidkes von der Existenz des Gleichgewichts: Amino- 
siure—Dipeptid—Anhydrid, ist wenig wahrscheinlich. Viel richtiger 
erscheint die Annahme, daB im sauren Medium sich das Gleichgewicht 
zwischen Aminosiure—Dipeptid einstellt, waihrend in _neutralen 
Lésungen das Gleichgewicht zwischen Dipeptid und Anhydrid vor 
herrscht. 


In neutraler Lésung entsteht aus dem Dipeptid gar keine Amino- 
saure, wihrend bei Gegenwart von Sauren das Dipeptid kein Anhydrid 
bildet. Solch eine Deutung des Gleichgewichts wird durch unsere 
Bestimmungen des NH,- und Gesamtstickstoffs nach der Hydrolyse 
des Leucyl-glycins bestitigt (Tabelle I der folgenden Mitteilung; 
Versuche 10, 11, 12, 13). Aus dem Verhaltnis zwischen dem N H,- und 
Gesamtstickstoff (Spalte 8) in neutraler Lésung nach der Abscheidung 
der entstandenen Anhydride ist zu ersehen, daB dieses Verhaltnis nicht 
héher als 50 ist, d.h. es ist nur das Dipeptid vorhanden und nichts 
spricht fiir einen parallel verlaufenden SpaltungsprozeB desselben 
Das Anhydrid ist in saurer Lésung leichter léslich als in neutraler, 
weshalb in den Versuchen 13 und 14 kein Zuwachs der N H,-Gruppen 
zu beobachten ist, sondern im Gegenteil das Verhiltnis des NH,,- 
zum Gesamtstickstoff kleiner wurde wegen des geliésten Anhydrids, 
welches frei von titrierbarem Stickstoff ist. In den Versuchen von 
Abderhalden') und Komm sehen wir, daB die Anhydrisierung des 
Glyeyl-glycins in Salzsiure, im Vergleich zu der in neutralem Medium, 
selbst bei 0,6 mol. Lésung, von 84,4 Proz. bis auf 8,8 Proz. sinkt, wahrend 
in 1 mol. Lésung die Anhydrisierung ganz aufhért. Leucyl-glycin 
laBt sich in1l- und 2 mol. Salzsiurekonzentrationen nicht anhycrisieren ; 
das gleiche gilt auch fiir Glycyl-phenylalanin. 


Wir haben bemerkt, daB die Neigung zur Anhydrisierung mit 
dem Molargewicht der das Dipeptid bildenden Aminosauren zunimmt. 
Bei der Hydrolyse der Dipeptide in zugeschmolzenen Roéhren in neutraler 
wisseriger Lésung gab das Hydrolysat von Abderhalden immer die 
Ninhydrinreaktion, die auf die Anwesenheit von Aminosauren unter 
den Produkten der Hydrolyse hinweist. Es kann keinem Zweifel unter- 
liegen, daB bei einer Temperatur von 180°, wie wir es beobachtet haben. 
bei manchen Sorten der Réhren eine Auslaugung des Glases stattfindet, 
weshalb die Lésung merklich alkalisch wird. Diese Alkalitat kann 


le. 
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einen sekundaren hydrolytischen NebenprozeB unter Spaltung des 
Dipeptids in Aminosauren zur Folge haben. 

Wir kénnen somit sagen, daB bei der Hydrolyse einer 10proz 
Lésung eines Proteins mit Hilfe von 1- bis 3proz. Salzsiure im Auto- 
klaven bei 180° die unter den Spaltungsprodukten des Proteins aus- 
geschiedenen Anhydride nicht als Anhydrisierungsprodukte der ent- 
standenen Dipeptide zu betrachten sein werden, sondern als native 
Bausteine, die in der einen oder anderen Form am Bau der EiweiB- 
molekel teilnehmen. 

Es ist bei den Versuchen zu beachten, daB die Menge der ver- 
diinnten Mineralsauren annahernd gleich derjenigen des im Hydrolysat 
zu erwartenden Aminostickstoffs sei. Es sind hierzu z. B. 10 g EiweiB- 
stoff in 100 cem 3!.,proz. Salzsiure zu hydrolysieren. 

Da aber bei der Hydrolyse der EiweiBmolekel Carboxylgruppen 
frei werden, so muB man, der Vorsicht halber, die Saurekonzen- 
tration verringern und die Hydrolyse mit 1- bis 2 proz. Salzsaure oder 
2- bis 3proz. H, SO, fiihren, welche Konzentration in den ersten Ver- 
suchen von Zelinsky und Ssadikow auch eingehalten wurde. 

Wiirde unter den von uns gewahlten Bedingungen die Anhydri- 
sierung der Dipeptide doch erfolgen, so miiBte man infolge der Neu- 
bildung von CONH-Bindungen eine Abnahme des NH,-Stickstoffs 
beobachten. Dies sollte sich besonders bei der Untersuchung des 
fermentativen EiweiBhydrolysats bemerkbar machen. Die bei der nach- 
folgenden Autoklavenhydrolyse abgespaltenen Peptide miiBten sich 
anhydrisieren und wiirden zweifellos eine Verringerung des relativen 
Gehalts an NH,-Stickstoff gezeigt haben. 

In Wirklichkeit ist, wie aus unten zu besprechendem Material 
erhellt, bei Autoklavenhydrolyse sowohl der Proteine selbst, als deren 
fermentativer und Saurehydrolysate keine Verringerung der Menge 
des NH,-Stickstoffs zu merken. Im Gegenteil werden die fermentativen 
Hydrolysate (Trypsinhydrolysate in alkalischer Lésung) weiter leichter 
hydrolysiert als unverandertes EiweiB, und zwar nicht nur in saurem, 
sondern auch in neutralem Medium. Das in alkalischer Lésung teilweise 
bis zum Peptid zerfallene Anhydrid lat sich in saurer Lésung weiter 
leichter hydrolysieren als die unverinderten Anhydride, wie aus den 
Daten der beistehenden Tabelle I zu ersehen ist. 

Indem die Fermente das Eiwei8 partiell hydrolysieren, bereiten 
sie dasselbe zur weiteren Hydrolyse durch verdiinnte Sauren vor. 

Nicht nur die fermentativen EiweiBhydrolysate werden im Auto- 
klaven durch verdiinnte HCl nicht anhydrisiert, sondern auch die 
neutralen, stark konzentrierten Lésungen solcher Hydrolysate (24 Proz. 
EiweiB enthaltend, nach dem N-Gehalt) weisen keine Verringerung 
des NH,-Stickstoffs auf (Tabelle I). 
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Tabelle I. 


Versuche mit Gelatine. 





Verhaltnis zwischen 


Verwach °) Vorherige Bearbeitung Sturchydévsiyes tn oe 
Proz. 
15 — 3 Stdn. in 1 prez. HCl 34,2 
82 Trypsinhydrolyse 60 Stdn. 19,6 
85 Dieselbe 3 Stdn. in 1 proz. HC! 50,8 
SS Trypsinhydr ilyse 120 Stdn. 27.6 
97 Dieselbe 3 Stdn. in 1 proz. HC! 52,0 


*) Versuche siehe dritte Mitteilung. 


Tabelle II. 


Versuche mit Gelatine. 





—" , __—Eiweif Autoklaven: Verhaltnis zwischen 
Nr. Vorherige Bearbeitung in der Lésung hydrolyse N Ho: u. Gesamt«N 
Proz. 180° Proz. 
82 | Trypsinhydrolyse 60 Stdn. 13 — 19.6 
93 Dieselbe 13 Neutr. Losung 40,0 
94 Trypsinhydrolyse 120 Stdn. 24 35,2 
95 Dieselbe 24 Neutr. Losung 42.3 


Auch hier war eine Anhydrisierung nicht zu konstatieren; die 
Spaltung des Hydrolysats im Autoklaven ging weiter vor sich, und 
zwar um so tiefer, in je geringerem Stadium der fermentativen Hydro- 
lyse sie unterbrochen wurde. So z. B. vergréBerte sich der Gehalt an 
NH,-Gruppen in einem Trypsinhydrolysat bei nachfolgender Hydrolyse 
um das Doppelte. 


Wir sehen somit, daB man nach dem Verhalten der Dipeptide') gegen 
die Autoklavenhydrolyse, sowie nach den Untersuchungen von Abder- 
halden mit Mitarbeitern, sowie Liidke, als auch auf Grund der Unter- 
suchung der EiweiBhydrolyse unter verschiedenen Bedingungen zugeben 
muB, daB die Autoklavenhydrolyse von Zelinsky und Ssadikow zur 
Ausscheidung derjenigen Anhydridkomplexe aus den Proteinen, die in 
deren Molekel bereits vorhanden waren, geeignet ist. 

Des weiteren glauben wir, daB die Anhydride in der EiweiBmolekel 
eine recht wichtige Rolle spielen, indem sie an der Bildung von unter- 
einander in noch unbekannter Weise gebundenen Komplexen teil- 
nehmen. Auch ist hier die Teilnahme von Kriften der Nebenvalenzen 
nach Herzog, Athergruppierungen und vielleicht auch irgendwelchen 
anderen Verbindungsformen nicht ausgeschlossen. 


1) Siehe folgende Mitteilung. 
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Die Proteine verschiedener Klassen enthalten allem Anschein 
nach verschiedene Anhydridgruppierungen in der Molekel. 


In den Proteinen mit geringem Anhydridgehalt muB die offene 
Dipeptidbindung merklich ansteigen. Vom Standpunkt der Genesis 
des EiweiBes muB das plastische EiweiB vom Typus des Albumins 
weniger Anhydride enthalten als das Reserveglobulin oder Gewebe- 
eiweiB, wie Keratin oder Gelatine. 

Die Protamine, die nach Kossel jenen Kern reprisentieren, von 
dem aus die Bildung der komplizierten EiweiBmolekel beginnt, enthalten 
offenbar nur eine minimale Anhydridmenge. 

Vergleicht man die Tiefe der Autoklavenhydrolyse bei verschiedenen 
EiweiBstoffen und berechnet diejenige N-Menge, die dem Gehalt an 
NH, und Diaminosauren entspricht (deren mit Formol untitrierbaren 
Stickstoff), so 14Bt es sich schon jetzt annehmen, daB die Ansicht von 
der schwachen Teilnahme der Anhydride am Bau des _ plastischen 
EiweiBes ihre Begriindung in den Tatsachen findet (vgl. Tabelle I11). 


Tabelle III. 





a Verhiltnis des Menge in Proz. Proz. GesamtsN 

.. Hydro+ | NH3+2z.Ges-N 24m GesamtsN, rennet 

2 | Eiweifistoffe lysiert nach der Autos i vallia h a 

2 kiavenhydrelyes a Ewei8 Ammo» Anhydrid«N id«N 
s y VE kN Anhy rid‘N Peptid-? 
> Stdn. Proz. berechnet nia 

15 Gelatine 3 34,2 

. . 299 

7 - : =. 88 2 30—50 30—50 
19 - 24 55,4 
44. Albumin 3 45,2 | 
45 "i 6 45.7 \ 88.5 71 35 40 
46 m 9 45.9 
49 Casein 3 45,9 ) 
50 ; 6 50,4 ' 90 13 40 35—40 
bt : 9 515 | 
54 Gliadin 3 49,2 | 
55 sf 6 49.5 95 29 45 22 
36 ‘ 9 51.2 
58 | Sturinsulfat 3 37,1 
od : ae 
ss - : =~ 55 5—10  40—50 
61 " 12 51.9 j 


Da gleichzeitig mit Hydrolyse der Peptidbindung auch die Hydrolyse 
einiger verhaltnismaBig leichter hydrolysierbarer Anhydride (z. B. Glycy]- 
anhydrid, welches weder von uns noch von anderen Forschern je unter 
den Zerfallsprodukten des EiweiBes aufgefunden wurde) stattfindet. 
so muB man zugeben, daB die den Daten der Tabelle III entsprechenden 
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Anhydridmengen viel zu niedrig erscheinen, was besonders von den 
Anhydridformen der Gelatine gilt. 

Die Daten der Kolumne 5 berechneten wir unter Beriicksichtigung 
des in den entsprechenden Eiweifstoffhydrolysaten mit Formol nicht 
titrierbaren Stickstoffs'). 

Wie aus Tabelle III zu ersehen ist, ist der Anhydridgehalt in der 
Sturinmolekel am geringsten und in der Gelatinemolekel am gréBten. 
Die Gliadinmolekel enthalt ebenfalls eine recht bedeutende Anhydrid- 
menge, die der in der Gelatine nahe kommt. 

Freilich ist der Anhydridgehalt laut dieser Tabelle nur ein an- 
nihernder, und eher geringer als in Wirklichkeit. 

Beachtenswert ist auch, wie langsam bei der Autoklavenhydrolyse 
der Gelatine die Menge der NH,-Gruppen ihren Grenzwert erreicht. 

Wahrend bei den anderen Eiwei®stoffen die Menge der NH,- 
Gruppen im Hydrolysat nach, 3 und nach 9 Stunden Erwiirmung fast 
gleich ist, braucht Gelatine zur vollstandigen Spaltung 24 Stunden. 

Wir erklaren das durch die Anwesenheit einer gréBeren Menge von 
Glycinanhydrid in der Molekel der Gelatine, welches sich nur lang- 
sam spaltet. 

Da die Anhydridstruktur der Proteine neue Gesichtspunkte in der 
Chemie der EiweiBstoffe eréffnet, setzen wir die Untersuchungen auf 
diesem Gebiete fort. 

Literatur. 

1) Zelinsky, Catalyse naturelle et artificielle des corps protéiques: 
Annales de la Société d’encouragement des Seiences expérimentales du 
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187, 401, 1923; 138, 156, 1923; 147, 30, 1924. — 3) Berl. Ber. 56, 1887, 
1923. — 4) Zeitschr. f. physiol. Chem. 139, 186, 1924. — 5) Ebenda 141, 
158, 1924. — 6) Berl. Ber. 58, 2807, 1925. — 7) Die Naturwissenschaften 12, 
172, 1923. — 8) Ebenda 12, 1155, 1925. — 9) Journ. d. russ. phys.-chem. 
Gesellsch. 52, 145, 1920. — 10) Zeitschr. f. physiol. Chem. 139, 164, 181; 
140, 92; 148, 128; 145, 306. — 11) Ebenda 141, 100, 1924. 
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Autoklavenhydrolyse von Dipeptiden und Anhydriden 
der Aminosauren. 


Von 
N. D. Zelinsky und N. I. Gawrilow. 
(Aus dem organisch-chemischen Laboratorium der I. Universitat Moskau.) 


(Eingegangen am 4. Januar 1927.) 


Nachdem Zelinsky und Ssadikow (1) bewiesen haben, daB das 
Produkt der Autoklavenhydrolyse von Keratin aus Ginsefedern mittels 
verdiinnter Siuren fast bis zu 50 Proz. aus verschiedenen Aminosiure- 
anhydriden besteht, war es einleuchtend, daB die EiweiBmolekel nicht 
nur aus polypeptidartig verbundenen Aminosauren besteht, sondern 
daB auch die Anhydride im Bau der Keratine eine groBe, ja sogar 
dominierende Rolle spielen miissen. 

Ungeachtet dessen, daB, gleichzeitig mit uns und von anderen 
Gesichtspunkten ausgehend, mehrere Forscher (Herzog, Bergmann, 
sowie Karrer und Abderhalden) die Existenz von Anhydridformen in 
der EiweiBmolekel bewiesen haben, gab die Arbeit von Brigi (2) tiber 
die Anhydrisierung des Glycyl-glycins unter Bedingungen, die denen 
von Zelinsky und Ssadikow ahnlich sind, Veranlassung, die Méglichkeit 
der Priexistenz von Anhydriden in der EiweiBmolekel vor der Hydrolyse 
zu bezweifeln. 

Zur Klarung dieser Frage wollen wir nun das Verhalten der Di- 
peptide und Anhydride gegen Erhitzen mit verdiinnten Sauren bei 
180° naher ins Auge fassen. Die neueren Arbeiten von Abderhalden (3) so- 
wie von Liidke (4) tiberzeugten uns von der Notwendigkeit, die be- 
gonnene Arbeit fortzusetzen, da wir iiber die fiir die Anhydrisierung von 
Polypeptiden besonders giinstigen Bedingungen noch immer im un- 
klaren blieben. Unsere Versuchsergebnisse stimmten ganz mit den Daten 
und SchluBfolgerungen von Liidke iiberein, bestatigen ferner die Beob- 
achtungen der Abderhaldenschen Schule und gehen doch mit den 
endgiiltigen Ansichten der letzteren tiber diese wichtige und interessante 
Frage weit auseinander. 
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Wir untersuchten die Anhydride und die ihnen entsprechenden 
Dipeptide: Glycyl-glycin, Alanyl-alanin, Leucyl-glycin, Phenyl-alanyl- 
alanin. Die letzteren, mit Ausnahme des Alanyl-alanins, wurden 
in lproz. Salzsiurelésung bei 10proz. Konzentration der Substanz im 
Autoklaven bei 180° im Laufe von 3 Stunden hydrolysiert, wobei die 
Hydrolyse um so weiter ging, je héher in der homologen Reihe die 
entsprechende Aminosdure stand. 


Experimenteller Teil. 


Die erwihnten Dipeptide sowie die zwei ersten Anhydride wurden 
von uns nach den iiblichen Methoden bereitet; das Leucyl-glycin- 
sowie das Phenyl-alanyl-alanin-anhydrid werden durch Erwiarmen 
der entsprechenden Dipeptide mit Wasser im Autoklaven bei 180° 
dargestellt. Unter diesen Bedingungen werden beide analysenrein 
erhalten. Bei einer Konzentration der wisserigen Liésung des Leucyl- 
glycins von 50 Proz. war die Anhydridausbeute etwa 80 Proz. 

Bei Phenyl-alanyl-alanin in 26proz. wisseriger Lésung war die 
Ausbeute eine theoretische. 

Beim Umkristallisieren aus Wasser enthielt die Mutterlauge gar 
keinen Aminostickstoff. : 

In allen Versuchen wurde der Aminostickstoff nach der Sérensen- 
schen, von einem von uns (Gawrilow) derart modifizierten Methode 
bestimmt, daB die anfangliche Neutralisation der Lésung auf unmittelbar 
vor der Titration zugesetztes Neutralrot (py = 7,1) eingestellt wurde. 

Die zu untersuchenden Dipeptide und Anhydride wurden in 
Réhrchen abgewogen, wonach Wasser oder Siure in der einen oder 
anderen Konzentration zugesetzt, das Réhrehen zugeschmolzen und 
bei 180° erhitzt wurde. 

Fast alle Hydrolysate wiesen einen sprit-aldehydartigen Geruch 
auf. Es wurde der Gesamt- und Aminostickstoff bestimmt. In den 
Fallen, wo wihrend der Hydrolyse ein Niederschlag ausfiel, wurde 
derselbe abfiltriert, gewaschen und Filtrat sowie Niederschlag mit 
Formol titriert. 

Der prozentuale Zerfall des Dipeptids wurde durch Subtraktion von 
den Prozenten des Aminostickstoffs im Verhaltnis zum Gesamtstickstoff 
(nach der Hydrolyse des positiven beim Ansteigen des Aminostickstoffs), 
Prozente im unhydrolysierten Dipeptid und Multiplikation mit 2 berechnet 
(es konnten nur 50 Proz. des Gesamtstickstoffs hydrolysiert werden). 
Die Prozente des Aminostickstoffs nach der Hydrolyse von Anhydriden 
gaben unmittelbar den Grad des stattgehabten Zerfalls an. 

Versuch 20 wurde derart ausgefiihrt, daB der Hydrolyse im zu- 


geschmolzenen Rohre das Dipeptid in 10proz. Lésung unterworfen 
o* 
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wurde, die tibrigen 10 Proz. bestanden aus Aminosauren in gleichen 
Mengen: etwa 0,2 g Glykokoll, 0,2 g Alanin, 0,2 g Phenyl-alanin und 
0,2 g Leucin. Die Menge des Aminostickstoffs vor der Hydrolyse wurde 
berechnet. 

Glycyl-glycin. Bei der Hydrolyse seiner 10proz. Lésung in 1 proz. 
Salzsiure im Laufe von 3 Stunden geht der Zerfall bis zu 74,4 Proz., 
und enthalt das Hydrolysat keine unléslichen Produkte. Die von 
Brigl und Abderhalden beobachtete Anhydrisierung war die Folge 
einer erhéhten Konzentration des Dipeptids (wie aus unseren Versuchen 
mit anderen Peptiden in der Tabelle I erhellt) und einer schwachen 
Saurekonzentration, die zur Bindung der Aminogruppe des Dipeptids 
und der Aminosiure aus ihm nicht ausreicht. 


Glycinanhydrid. Dasselbe zerfallt binnen 3 Stunden bei 10proz. 
Konzentration fast vollstandig, bis zu 94,8 Proz., was mit den Ver- 
suchen von Liidke iibereinstimmt. 

Alanyl-alanin. Nach dreistiindiger Hydrolyse seiner Sproz. 
Lésung in I proz. Salzsiure (die geringe Menge von Kristallen geht 
bei der Erwirmung leicht in Lésung) zeigt das Sinken des Stickstoff- 
gehalts eine Anhydrisierung von etwa 2 Proz. des Peptids an. 


Alaninanhydrid. Nach dreistiindiger Hydrolyse zerfielen etwa 
50 Proz. des Anhydrids. 


Leucyl-glycin. In neutraler, wasseriger, 10- und 50proz. Lésung 
geht die Anhydrisierung, die im letzten Falle bis 84 Proz. vom ge- 
nommenen Peptid erreicht. Selbst 0,5 proz. Salzsiure driickt die 
Anhydrisierung bis auf 70 Proz. herab, wihrend 1 proz. Sdure zur Hydro- 
lyse des Peptids fiihrt. In den Versuchen 10, 11, 13, 14 und 15 blieben 
in den Réhrchen Niederschlige. Versuch 12 verlief ohne Bildung 
eines Niederschlags. 

Der Versuch stimmt mit dem von Abderhalden und Komm iiberein. 


Leucyl-glycinanhydrid. Dasselbe zerfallt bei der Hydrolyse mit 
1 proz. Salzsiure in einer Menge von etwa 40 Proz. und bei Anwendung 
5proz. Saure fast vollstandig. 


Phenyl-alanyl-alanin. In neutraler, wisseriger Lésung geht 
nach Versuchen von @. Kapelkin die Anhydrisierung des Peptids bis 
zu Ende. In schwach saurer Lésung findet nur geringe Anhydrisierung 
statt, da ein geringer Niederschlag gebildet wird, wobei aber doch 
etwa 10 Proz. des Peptids zerfallen. Sproz. Salzsiure ruft Hydrolyse 
bis zu 63 Proz. des Peptids hervor. Im Widerspruch mit diesem Versuch 
steht der Versuch von Abderhalden und Komm mit Glycyl-phenyl- 
alanin, bei dem sie eine geringe Neigung zur Anhydrisierung kon- 
statierten. Die auBerordentlich starke Neigung des Phenyl-alany]l- 
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Anhydrid 
nach dem 
Niederschlag 
Proz. 
10,3 
25,8 
59,7 
60,38 


Amino-N 


0,0 
0,0 
0,0 


0,0 





Im Niederschlag 


0,0489 
0,0463 


0,0071 


Gesamt-N 
0,017 


Proz. NHysN <= 
vom 
Gesamt-N 
48,0 
53,9 
38.0 
87.3 


In der Lésung 
AminosN 
0,0297 
0,0275 
0,0125 
0,0114 


Tabelle III. 
GesamtsN 
0,0618 
0,0510 
0,C330 
0,0306 


Gesamt-N 
0,0689 
0,0687 
0,0819 
0.0770 


0,5 Proz. 


Saure 
05 


neutr. 


Konzentration 


Proz. 
10 
10 
20 
20 


Peptid 


Hydrolyse 
Stunden 


Nr. 
10 
11 
13 
14 





alanins zur Anhydrisierung kann, wie es 
scheint, die Anhydrisierung in einem 
Gemisch von Aminosauren katalysieren. 

Dieses Peptid wurde in  wisseriger 
Lésung mit Aminosiuren, und zwar mit 
#lykokoll, Alanin, Phenyl-alanin und Leucin 
hydrolysiert. Es waren vor der Hydrolyse: 
Gesamtstickstoffgehalt 0,1256 g, an Amino-N 
0,0956 g, wovon auf den Amino-N des 
Peptids 0,0168 g kommen. Nach der Hy- 
drolyse blieben 0,0627g Amino-N, d. h. 
die Anhydrisierung nahm nicht nur den 
Amino-N des Peptids in Anspruch, sondern 
auch 0,0161 g Amino-N der Aminosauren. 
etwa 20 Proz. derselben. Diese Erscheinung 
muB eingehend studiert werden, da solch 
eine katalytische Anhydrisierung, falls sie 
Bestatigung finden wird, mit der kata- 
lytischen Synthese von Anhydriden oder 
Dipeptiden aus Aminosduren zu vergleichen 
ware. 

Phenyl-alanyl-alaninanh ydrid wird durch 
lproz. HCl im Laufe von 3 Stunden bis 
zu 40 Proz. hydrolysiert. 

Lediglich auf Grund des Verhaltens 
des Amino-N zum Gesamt-N vor und nach 
der Hydrolyse kénnen wir freilich nicht 
mit Sicherheit behaupten, daB das Steigen 
oder Sinken dieses Verhaltens nur auf den 
Grad des Zerfalls oder die Anhydrisierung 
hinweist. Es ist méglich, daB zwei Prozesse 
vor sich gehen, die, aufeinander folgend, 
keine Méglichkeit geben, jeden dieser Pro- 
zesse nach der Anderung dieses Verhaltens 
zu beurteilen. 

Beim Leucyl-glycin versuchten wir, 
der Frage niherzutreten, indem wir sowohl 
den bei der Hydrolyse entstehenden Nieder- 
schlag (Anhydrid) als auch die Lésung 
untersuchten. Zu diesem Behuf wurde der 
Niederschlag quantitativ abfiltriert, ge- 
waschen und in heiBem Wasser gelist. 
Der Amino- und Gesamt-N wurden sowohl 
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im Niederschlag als im Filtrat bestimmt. Diese Versuche (Tabelle I11) 
erbrachten den Beweis, daB wir mit geniigender Anniherung auf 
Grund der Anderung des Aminoverhaltens den Charakter des Prozesses 
beurteilen kénnen, ohne das gebildete Anhydrid als solches aus- 
zuscheiden. 

In der Lésung bleibt eine geringe Anhydridmenge. In saurer 
Lésung bleibt mehr als in neutraler; aus der Tabelle III ist aber zu 
ersehen, daB die parallel vor sich gehende Hydrolyse des Dipeptids 
so gering ist, daB sie den HauptprozeB der Anhydrisierung in keiner 
Weise verdunkelt. 

1,8g reinen Leucyl-glycins wurden im zugeschmolzenen Rohre 
im Laufe von 3 Stunden im Autoklaven auf 180° erhitzt. Das schwach 
gelbe Reaktionsprodukt wurde unter Erwarmen in Wasser geliést, die 
Lésung abgekiihlt und das ausgeschiedene Anhydrid abfiltriert, ge- 
waschen und getrocknet: Amino-N wurde nicht aufgefunden. Die 
Mutterlauge enthielt Gesamt-N 0,0831 g, Amino-N 0,0286g; Ver- 
halten des Amino- zum Gesamt-N = 34,4 Proz. Von den 0,1341 g 
Amino-N gingen in die Anhydridbildung 21,3 Proz. nicht ein. Das 
Anhydrid schmolz bei 245°. Stickstoff wurde gefunden 16,41 Proz. 
(Theorie 16,47 Proz.). 


SchluBfolgerungen. 


Bei der Autoklavenhydrolyse der Anhydride mittels verdiinnter 
Sauren findet ein gréBerer oder geringerer Zerfall derselben statt. Je 
héher in der homologen Reihe die das Anhydrid bildende Aminosaure, 
desto schwerer geht die Hydrolyse des Anhydrids. 

Erhéhung der Siurekonzentration beschleunigt die Hydrolyse 
der Anhydride. 

Bei der Hydrolyse der wisserigen Lésungen von Dipeptiden findet 
Anhydrisierung derselben statt. 

Je gréBer die Molekel der Dipeptide, desto leichter geht deren 
Anhydrisierung. 

Die Konzentrationserhéhung der wisserigen Lésung des Dipeptids 
steigert die Anhydrisierung. 

Schwach saures Milieu verhindert die Anhydrisierung und hebt 
sie bei molaren Konzentrationen ganz auf. 

Bei der Autoklavenhydrolyse von Proteinen ist eine Anhydrisierung 
auf Kosten der gebildeten Peptide nicht zu erwarten, falls die Saure- 
menge so berechnet wird, daB Mol pro Mol EiweiBstickstoff auskommt. 
Bei solch einer Hydrolyse zerfallt schon ein Teil der in den Proteinen 
vorhandenen Anhydride. 

Dieser Zerfall muB besonders leicht bei Anhydriden gehen, die 
aus Aminosiuren mit geringem Molargewicht entstanden sind. Unter 
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den Zerfallsprodukten des EiweiBes ist Glycinanhydrid (Diketopiperazin), 
so viel wir wissen, nicht gefunden. 

In saurer Lésung geht der Zerfall der Anhydride, wie es scheint, 
nicht iiber die Dipeptide; das System besteht nur aus zwei Kom- 
ponenten: Anhydrid und Aminosaure. 

In neutralen Lésungen dagegen bilden die Peptide das System: 
Dipeptid-Anhydrid und in sauren Lésungen: Dipeptid-Aminosaure. 

Das Studium der gemeinschaftlichen Existenz und des Gleich- 
gewichts dieser Systeme ist nicht nur im Interesse der Klarung der 
einen oder anderen Methode der EiweiBhydrolyse erforderlich, sondern 
ist auch von hoher biologischer Bedeutung. 


Literatur. 
1) Diese Zeitschr. 186, 241, 1923; 147, 30, 1924. — 2) Berl. Ber. 56, 
1887, 1923. — 3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 134, 121, 147; 186, 219, 1924. - 
4) Ebenda 141, 100, 1924. 





Beitrige zur Dynamik der Autoklavenhydrolyse der Eiweibstoffe 
(Methode von Zelinsky-Ssadikow) mittels verdiinnter Siuren. 
Von 
N. J. Gawrilow, E. Stachejewa, A. Titowa und N. Ewergetowa. 


(Aus dem organisch-chemischen Laboratorium der I. Universitat Moskau.) 


(Eingegangen am 4. Januar 1927.) 


Beim Studium der allmahlichen Anderung der Menge des Aminostick- 
stoffs in den EiweiBhydrolysaten kann man Hinweise auf den Haupt- 
prozeB der sich abspielenden Reaktion erwarten, d.h. darauf, ob die 
Hydrolyse bis zu dem einen oder anderen Zerfallsstadium des EiweiBes 
vor sich geht, oder ob in einem bestimmten Moment, namentlich dann, 
wenn die EiweiBstoffe gréBtenteils in einfache Peptide verwandelt und 
abiuret wurden, die Bildung von Anhydriden eintritt, wie das mit 
Riicksicht auf das Verhalten von reinen Dipeptiden (1) bei ihrer Hydro- 
lyse im Autoklaven unter gewissen Bedingungen zu erwarten wire. 

In bezug auf Gelatine, Pepton und Sturinsulfat laBt sich die Frage 
mit Bestimmtheit derart beantworten, daB im Autoklaven beim Er- 
wirmen nicht nur mit verdiinnten Sauren, sondern auch mit Wasser 
in Abwesenheit von letzteren Hydrolysate entstehen, in denen sich 
(in verschiedenen Zerfallsstadien) kein Sinken des Aminostickstoffs, also 
auch keine merkliche Anhydridbildung, beobachten la8t. Nur die 
abiurete Lésung von Produkten der Albuminspaltung in neutralem 
oder schwach saurem Milieu gab bis zu 10 Proz. Verminderung des 
Aminostickstoffs. 

Die Hydrolysate des Albumins, Caseins und Gliadins gaben nach 
sechsstiindiger Hydrolyse mit schwacher Saure, also nach erreichter 
Zerfallsgrenze, beim weiteren Erwirmen keine Verminderung ihres 
Aminostickstoffs. 

Das Sturinsulfat wurde nach Kossel durch Extraktion mittels ver- 
diinnter Schwefelsiure, der mit Alkohol getrockneten und mittels 
Petrolather entfetteten Testikel des Stérs und darauf folgende Fallung 
des Extrakts mit Alkohol gewonnen. Die Reinigung geschah durch 
wiederholte Auflésung in Wasser und Fallung mit Alkohol. 

Das Eieralbumin war das des Handels. 
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Das Handelscasein war das nach Hammarsten bereitete. 

Das Gliadin wurde, wie iiblich, aus Weizenmehl durch Extraktion 
mit wiisserigem Alkohol gewonnen. 

Das Albuminhydrolysat wurde durch Hydrolyse des Eieralbumins 
mittels 25proz. Schwefelsiure bis zur Abiuretreaktion gewonnen. 
Nach Entfernung der Schwefelsiure, Filtrieren, Entfirbung mittels 
Kohle wurde das Hydrolysat im Vakuum eingeengt. Wahrend dieser 
Operation fiel eine bedeutende Menge von Tyrosin aus. 

Das Handelspepton, siccum, wurde mit Trypsin hydrolysiert, und 
zwar im Thermostaten in soda-alkalischer Lésung. Die Biuretreaktion 
war positiv. 

Das fermentative Gelatinehydrolysat wurde fiir die Versuche 76 
bis 81 durch Einwirkung von Pepsin (Pepsinum Ph. Rossicum) in 0,1 proz. 
Salzsiure auf eine 20proz. Lésung von Gelatine gewonnen. 

Fiir die Versuche 82 bis 87 wurde das aus Gelatine durch 60stiindige 
Einwirkung von Trypsin (Kahlbaum) gewonnene Hydrolysat genommen. 
Diese Lésung wurde fiir die Versuche 88 bis 93 noch 60 Stunden der 
Einwirkung des Trypsins iiberlassen. Das gewonnene Hydrolysat 
wurde fiir die Versuche 94 bis 98 abfiltriert und im Vakuum bis zur 
Halfte des Volumens eingeengt. 

Die Bestimmung des Aminostickstoffs wurde nach der Methode 
von Sérensen ausgefiihrt. Eine Abanderung bestand darin, daB die 
anfangliche Neutralisation nicht auf Lackmus eingestellt wurde, sondern 
auf Neutralrot, das direkt zu der zu untersuchenden Lésung zugegeben 
wird. In Fallen, wo die Fiarbung der Lésung die Anwendung von 
Neutralrot unmédglich machte, wurde die Titration mittels eines 
empfindlichen Lackmuspapierchens gefiihrt. 


Gelatine. 


Fiir die Versuche /Tabelle I, Serie 1 und 2) wurde eine Lésung 
von 10 Proz. Gelatine in 1,l proz. Schwefelsiure genommen. Fiir die 
dritte Serie wurde eine 20 proz. Gelatinelésung mit der entsprechenden 
Lésung von Saéure und Wasser mit solcher Berechnung verdiinnt, 
daB eine 10proz. Lésung in Sauren verschiedener Konzentration ent- 
stehe. 

Nach stattgehabter Hydrolyse wurde die Lésung im MeBkolben 
auf bestimmtes Volumen gebracht und dann der Gesamt- und Amino- 
stickstoff bestimmt. Nach vollstandiger Hydrolyse soll die Gelatine 
etwa 88 Proz. Aminostickstoff enthalten (2). Die Hydrolyse geschah 
im Autoklaven bei verschiedenen Temperaturen (erste Serie der Versuche) 
und bei 180° (zweite Versuchsserie.) 

Der Versuch Nr. 8 der zweiten Serie wurde derart ausgefiihrt, daB 
der Aminostickstoff nach dem Erkalten der Lésung bestimmt wurde, 
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gleich nachdem die Temperatur im Autoklaven auf 180° stieg. Somit 
dauerte die Hydrolyse bei 180° 1 bis 2 Minuten, und ist die ganze 
Steigerung des Gehalts an Aminostickstoff der kurzzeitigen Hydrolyse 
zuzuschreiben, die bei niedrigeren Temperaturen vonstatten geht, 
sobald die Temperatur die erwahnte Grenze erreichte. 

Die Erwairmung des Autoklaven mit den darin befindlichen zu- 
geschmolzenen Réhrchen samt den zu hydrolysierenden Flissigkeiten 
geschah in allen Versuchen derart, daB die Temperatur erst nach 
45 Minuten auf 180° stieg; die Erkaltung des Autoklaven bis auf 100°, 
wonach der Autoklav geéffnet wurde, dauerte 25 Minuten. 

Zur Bestimmung des Gesamt- und Aminostickstoffs wurden je 
20cem der Hydrolysate genommen. In jedem Réhrehen wurden 
20 cem Gelatinelésung hydrolysiert. 

Aus der Tabelle I lassen sich folgende Schliisse ziehen: 1. Bei 
der Autoklavenhydrolyse der Gelatine laBt sich sowchl in Abhangigkeit 
von der Zeit als in Abhaingigkeit von der Temperatur und der Saure- 


Tabelle I. 


Serie 1. 10proz. Lésung von Gelatine in 1,1 proz. Schwefelséure. Einflu8 
der Temperatur bei zweistiindiger Erwarmung. 





Amino-N zum 


ts <a ew Gesamt-N Amino-N Gesamt-N Biesetresktion 
Cc g 8 Proz. 

1 100 0,0370 0,0021 5,7 a 

2 120 | 0,0392 0,0045 11,5 -t 

3 140 0,0386 0,0058 15,0 + 

4 160 0,0391 0,0116 29,7 schwach 

5 180 0,0390 0,0132 32.8 m 

6 200 0,0364 0,0131 36,0 | _ 


Serie 2. 10 proz. Lésung von Gelatine in 1,1 proz. Schwefelséure bei 180°. 
“influB der Zeit. 





AminosN zum 


bs - “me Versuchsdauer Goon Amino Gesamt-N Biuretreaktion 
. g g Proz.* 
7 — 0,0449 0,0083 18,5 + 
ba 0b20' 0,0449 0.0105 23,4 + 
9 0 40 0,0449 0,0105 23,4 + 
10 1 0,0421 0,0119 28,2 
11 1 20 0,0421 0,0126 29,8 + 
12 1 40 0,0421 0.0126 | 298 + 
13 2 20 0.0421 | 0,0128 30,3 sehr schwach 
14 2 40 0,0421 0,0128 30,3 a - 
15 3 0,0421 0,0144 34,2 
16 6 0,0397 0,0205 42.1 _— 
17 y 0,0350 0,0197 51,7 — 
18 12 0,0340 0,0189 56,0 — 


19 24 0,0397 €,0205 55,6 — 
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Serie 3. l0proz. Lésung in Schwefelsiure verschiedener Konzentration 
2 Stunden bei 180°. EinfluB der Séurekonzentration. 





- Saure- Amino-N zum 
Versuch konzentration Gesamt-N Biuretreaktion 
Nr. 
Proz. Proz. 
20 0,01 | 13,4 + 
21 0,02 13,4 
29 01 13.6 
23 0,2 14,3 + 
24 0,4 17,8 
25 O08 245 
26 1.0 26.9 + 
27 1,2 32,9 
28 15 32,3 + 
29 1.8 33,7 schwach 
30 2.0 35.8 sehr schwach 
31 10,0 72,3 - 
32 20,0 70,3 


konzentration ein Moment beobachten, in dem wiederum tiber 30 Proz. 
des Gesamtstickstoffs aus dem gebundenen Peptidzustand in solchen 
iibergehen, der sich nach Sdrensen titrieren laBt. In diesem Moment 
verschwindet die Biuretreaktion und die Hydrolyse geht bei weiterem 
Erwarmen oder Temperaturerhéhung schon mit groBer Miihe. Es 
ist anzunehmen, da in der Gelatine etwa 30 Proz. Stickstoff derart 
gebunden sind, daB er bei der Hydrolyse in die Aminogruppe leicht 
iibergeht (in Polypeptidbindung oder in Form eines leicht hydrolysier- 
baren Ringes des Glycinanhydrids). 


2. Der Zeitverlauf der Hydrolyse gestaltet sich derart, daB schon 
wahrend der anfinglichen Hydrolyse bis 30 Proz. Aminostickstoff in 
1 Stunde frei gemacht werden. Die weitere Erwarmung im Laufe von 
2 Stunden steigert die Menge des Aminostickstoffs nur um 5 Proz. 
Nach zehnstiindiger Hydrolyse bleibt die Menge des Aminostickstoffs 
konstant. 


3. Der Gang der Hydrolyse wird durch die Saurekonzentration 
stark beeinfluBt, indem die Hydrolyse mit steigender Konzentration 
scharfe Unterschiede gegeniiber der Hydrolyse mit schwacher Saure 
aufweist. Die Hydrolyse geht allmahlich und erreicht bis 70 Proz. N 
in Form von Aminogruppen (zweistiindige Erwirmung bei 180° mit 
10- und 20proz. Schwefelsiure). 

4. Die Intensitét der Hydrolyse wird durch die Temperatur sehr 
beeinfluBt, indem die Menge der freien Aminogruppen bei 180° sechs- 
mal gréBer wird, als bei 100°. 


5. Es ist anzunehmen, daB die Polypeptidbindung in der Gelatine 
bei der Erwiirmung mit 1 proz. Schwefelsiure bei 180° im Laufe von 
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3 Stunden vollstandig hydrolysiert wird. Wie aus den Versuchen der 
zweiten Serie zu ersehen ist, enthalt die Gelatinemolekel mindestens 
50 Proz. anhydridartig gebundenen Aminostickstoffs. 


Sturinsulfat. 


Hier wurde die Hydrolyse bei verschiedener Konzentration sowohl 
des Proteins als der Saure gefiihrt, und zwar in zugeschmolzenen 
Réhrchen bei 180° im Laufe von 3 Stunden. Nach der Hydrolyse 
wurde das Hydrolysat (Nr. 39) titriert, waihrend Nr. 40 und 41 behufs 
Entfernung der Schwefelsiure mit einem sehr geringen UberschuB 
von Bariumcarbonat neutralisiert wurden. Die Reaktion war schwach 
alkalisch. Die Réhrchen wurden zugeschmolzen und nochmals 3 Stunden 
auf 180° erwirmt. Nach dem Offnen der Réhrchen wurden deutlicher 
Ammoniakgeruch und stark alkalische Reaktionen wahrgenommen. 





Tabelle Il. 
Serie 4. Hydrolyse des Sturinsulfats. EinfluB der EiweiB- und 
Saurekonzentration. 
Eiweib- Sauree | 
Versuch Bedingun en der comet accel | Gesamt-N NHN yoo eg 
Nr. Hydrolyse tration tration | 
Proz. Proz. | g g Proz. 
33 Vor der Hydrolyse — — 0.0360 0,00358 10.0 
34 Hydrolyse 3 Stdn. 10 neutral 0.0360 0,0144 40.0 
35 Ebenfalls 10 214 0,0794 0,0297 37.4 
36 " 10 5 0,9902 0,0366 40,6 
37 - 10 10 0,0910 0,0438 48,1 
38 ia 10 20 0,1764 0,9920 52,1 
39 20 215 0,1605 0,0291 18,2 


lyse zugesetzt etwas 
iiber theoret. Menge | 
Ba COs, a. alle HySO, | 


Nach 3 stiind. Hydro- | 


20 alkalisch | 0,1843 0,1473 80,0 


berechn. u. 3Stdn. im 


« Autoklaven erwirmt 
41 | Dasselbe 20 . 0,1613 0,1379 85,4 


A 
a 


Aus diesen Versuchen kann man den SchluB ziehen, daB das Sturin 
keine Anhydridbindungen enthalt, oder daB die Anhydride leicht hydrolysiert 
werden. Nach Kossel betragt die Menge des im Sturin enthaltenen und 
mit Formol titrierbaren Stickstoffs im Verhiltnis zum Gesamtstickstoff 
55 Proz. Bei sechsstiindigem Erwarmen des Sturinsulfats im Autoklaven 
mit 24%proz. H,SO, bei 180° (Versuch 59, Tabelle III) wird fast aller 
titrierbarer Stickstoff frei. 


Das weitere Erwirmen im Autoklaven des schon hydrolysierten, 
von H,S0, befreiten Sturins, in schwach alkalischem Medium (BaC O,) 
fiihrt zum tiefen Zerfall der dasselbe zusammensetzenden Aminosauren 
und zur Ausscheidung von NH, (offenbar Arginin-N H,). 
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Albumin, Casein, Gliadin, Sturin-Sulfat. 


Die Hydrolyse dieser Serie wurde im Autoklaven in zugeschmolzenen 
Rohrchen gefiihrt, und zwar in den Versuchen 42 bis 56 mit 2proz 
Salzsiure, und in den Versuchen 57 bis 61 mit 2'.proz. H,SO,. 

Zur abgewogenen Menge des Proteins wurde die Saure zugesetzt. 

In den Versuchen 57 bis 61 wurde das Hydrolysat filtriert; der 
Niederschlag auf dem Filter wurde zur vollstaindigen Beseitigung der 
H,SO, mit Wasser gewaschen und das Filtrat in einem MeBkolben 
auf ein bestimmtes Volumen gebracht. Durch das Verbrennen des 
Filters mit Schwefelsiure und Abtreiben des Ammoniaks iiberzeugten 
wir uns, daB der Niederschlag nur Spuren von Stickstoff enthalt. 

Das Filtrat wurde mit Formol titriert. In den Versuchen 57 bis 61 
wurde ohne Filtration direkt titriert. 

Die chemische Beschaffenheit des entstehenden Niederschlags 
blieb uns unbekannt ; aber die Menge des letzteren sank in allen Versuchs- 
serien proportional der Zeit und der Temperatur. 

Die Versuchsergebnisse der Serie 5 beweisen, daB bei den unter. 
suchten Proteinen, wie auch zu erwarten war, der Gehalt an der leicht 
beweglichen Polypeptidbindung bedeutend gréBer ist als an der An- 


Tabelle III. 
Serie 5. Hydrolyse verschiedener Proteine bei 180°. 





Dauer Gesemt-N Amino-N Verhaltnis des Amino-N 


e* der Hydrolyse zum Gesamt-N 
: Stunden 8 8 Proz. 
10 proz. Lisung von Albumin in 2proz. Salzsaure. 
42 1 0,1451 0,0698 41,9 
43 2 0.1451 0,0619 42,7 
44 3 0,1451 0,0655 45,2 
45 6 0,1451 0,0662 45,7 
46 9 0,1451 0,0665 45,9 
10proz. Lisung von Casein in 2proz. Salzsaure. 
47 1 0,1429 0,0584 41,1 
48 2 0,1420 0,0648 45,6 
49 3 0,1420 0,0651 45,9 
50 6 01429 | 0,0716 59,4 
51 I 9 0.1420 | 0,0732 51,5 
10 proz. Lisung von Gliadin in 2proz. Salzsaure. 
52 1 0,1482 0,0799 47,9 
53 2 0.1482 0,0725 49,0 
O4 3 0,1482 0,0728 49,2 
55 6 0,1482 0.0733 49,5 
56 9 0,1482 0,0759 51,2 
10 proz. Lésung von Sturinsulfat in 21/,proz. HySO,. 
57 2 0,0830 0,0275 33,1 
58 3 0,9794 0,0297 37,4 
59 6 0,0793 0,0393 49.6 
60 9 0,0836 0,0423 50,6 
61 12 0,0794 0,0412 51,9 
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hydridbindung. Letztere ist besonders wenig im Sturin enthalten, in 
dem nach zwélfstiindigem Erwirmen die Menge des Aminostickstoffs 
der aus den Zerfallsprodukten theoretisch berechneten nahe kommt. 
Ein groBer Teil des im Gliadin mit Formol titrierbaren Stickstoffs ist 
dem Ammoniak zuzuschreiben, das durch die Hydrolyse der Amido- 
gruppe des Glutamins und Asparagins, welch letztere nach Osborne u. a. 
im Gliadin enthalten sind, entsteht. 


Die Autoklavenhydrolyse der gewéhnlichen Proteinhydrolysate. 
Albuminh ydrolysat. 

Das Eieralbumin wurde mit 25 proz. Schwefelsaure bis zur abiureten 
Reaktion hydrolysiert. Nach Entfernung der Schwefelsdure mittels 
BaC O, wurde die Lésung mit Kohle bearbeitet, gekocht und das Filtrat 
im Vakuum eingeengt. Die Konzentration des hydrolysierten Proteins 
wurde nach dem Gehalt an Gesamtstickstoff multipliziert mit 6,25 
bestimmt. In den Versuchen 65 bis 68 wurden 5 ccm des Hydrolysats 
mit der entsprechenden Menge Wasser und Saure bis auf 10 ccm ver- 
diinnt. Die Hydrolyse wurde in zugeschmolzenen Réhrchen im Auto- 
klaven 3 Stunden bei 180° ausgefiihrt. 

Das waihrend der Hydrolyse ausgeschiedene Tyrosin und eine 
kleine Menge von uns naher nicht untersuchte Aminosaiure wurden 


abfiltriert. 
Tabelle IV. 
Serie 6. Autoklavenhydrolyse des vorher mittels Schwefelséiure hydro- 
lysierten Albumins. 








Konzentration e “ls - Amino-N 

"= Versuchsbedingungen des Proteins der Saure seca — Gesamt-N 
Proz. Proz. g g Proz. 

62 Vor der Autoklaven- 

hydrolyse 20 neutral, 0.1645 0,1196 72,7 
63 Hydrolyse 3 Stda. 20 . 0.1645 06,1129 68,7 
64 Ebenfalls 10 ‘ 0.1645 0.1196 72,7 
65 in 10 © 0,0859 0,0657 77,3 
66 pa 10 l 0,0846 0.0534 63.1 
67 z 10 5 0.0846 0,0781 92,3 
68 10 1 0.0846 0,0483 57,0 


Bei der Hydrolyse des Albuminhydrolysats in schwach saurer oder 
neutraler Lésung ist eine Neigung zur Verringerung des Gehalts an 
Aminostickstoff zu merken, und zwar wahrscheinlich infolge einer 
Peptisation. Konzentriertere Siuren haben weiteren Zerfall zur Folge. 


Trypsinhydrolysat des Peptons. 


Das Pepton wurde in soda-alkalischer Lésung mittels Trypsin 
(Kahlbaum) hydrolysiert. Die Biuretreaktion war positiv. Das 
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filtrierte, fermentative Hydrolysat wurde in Réhrchen mit Wasser 
und Schwefelsaure bis auf ein bestimmtes Volumen verdiinnt. Samtliche 
Lésungen sind dunkel gefairbt, was die Titration erschwerte. 


Tabelle V. Serie 7. 





Konzentration eo ; Amino:N 
’ = Versuchsbedingungen —des Proteins der Saure mgm te eceoe Gesamt-N 
Proz. Proz. 8 8 Proz. 
69 Pepton vor der 
Trypsinhydrolyse 16 neutral 0,1263 0,0141 11,21 
70 Nach der Trypsin- 
hydrolyse 15 . 0.1196  0,0590 49,34 
71 Autoklavenhydrolyse 15 = 0.1196  0,0745 62,31 
72 Ebenfalls 7,5 ie 0,0598  0,0398 66,50 
73 . 75 1 0,0598  0,0397 66,34 
74 a 7.5 5 0,0598 0.0541 90.50 


Pepsin- und Trypainh ydrolysat der Gelatine. 


Fiir die Versuche 75 bis 81 wurde eine 10- bis 20proz. Gelatine- 
lésung mit Pepsin hydrolysiert. Das Pepsinhydrolysat wurde mit 
Soda alkalisch gemacht und fiir die Versuche 82 bis 87 im Thermostaten 
60 Stunden, fiir die Versuche 85 bis 95 bis 120 Stunden mit Trypsin 
weiter hydrolysiert. Dasselbe wurde fiir die Versuche 91 bis 95 nach 
der Hydrolyse neutralisiert und im Vakuum bis zur Hilfte des urspriing- 
lichen Volumens eingeengt. Die Menge des Proteins in der Lésung 
wurde nach dem Gesamtstickstoff multipliziert mit 6,25 bestimmt. 
Alle Hydrolysate wiesen die Biuretreaktion auf. Die Autoklaven- 
hydrolyse wurde mittels Schwefelsaure bei 180° gefiihrt. 

Aus den Tabellen V und VI kann man folgende Schiliisse ziehen: 

1. Bei der Autoklavenhydrolyse des fermentativen Hydrolysats 
ist nirgends eine Verminderung des Aminostickstoffs (Anhydrisierung) 
zu merken. 

2. Die fermentativen Hydrolysate lassen sich viel leichter und 
weiter hydrolysieren als die Saurehydrolysate und die genuinen 
Proteine. Je tiefer die fermentative Hydrolyse vor sich ging, desto 
leichter geht alsdann auch die Hydrolyse mittels schwacher Siauren. 
Es ist méglich, daB bei der fermentativen Hydrolyse besonders in 
alkalischem Milieu nicht nur ein Zerfall der Polypeptidbindung statt- 
findet, sondern auch der Anhydridbindung (3). Dann werden die 
aufgeschlossenen Anhydride leichter und bis zu Ende durch Sauren 
hydrolysiert. 

Wahrend Gelatine nach der Hydrolyse mit 20proz. Schwefelsaure 
im Autoklaven bei Versuch 32 nur 70 Proz. Aminostickstoff in 
der Lésung des Hydrolysats enthalt, laBt sich dieselbe Gelatine, mit 
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Tabelle 


Hydrolyse der mittels Pepsin- bzw 


VI. 


. Trypsin verdauten Gelatine. 





Versuch 
N 


Nr. 


86 


87 
88 
89 
90 
91 


92 
93 


94 
95 


Versuchsbedingungen 


Gelatine vor der 


Pepsinhydrolyse 


N.d. Pepsinhydrolyse 


Nach d. Autoklaven- 
hydrolyse 3 Stdn. 


Ebenfalls 


N. d. Trypsinhydro- 

lyse v. Nr. 76 60 Std. 

Autoklavenhydrolyse 
von Nr. 81 
Ebenfalls 


N. d. Trypsinhydro- 

lyse v. Nr. 81 60 Std. 

Autoklavenhydrolyse 
von Nr. 85 
Ebenfalls 


Hydrolysat Nr. 85 im 
Vakuum bis 3), Vol. 
konzentriert 
Hydrolysat Nr. 91 
im Autoklaven 
Ebenfalls 


Konzentration 


des Proteins der Saure 


Proz. 


13 
6,6 
6,6 
6,6 


13 
6,6 
6.6 


_ 
_ 


as 
ee 


Proz 


neutral 
0,1 


neutral 


5 
neutral 


: 


| neutral 


1 


10 


neutral | 


1 
10 


Gesamt-N 


- 


0.1049 
0,1049 


0.1049 
0.0525 
0.0525 
0.0525 


0.1050 


0.1050 
0.0525 
0,0525 


0,1108 


0.1108 
0.0554 
0.0554 
0,0554 
0.0554 


0,0487 


0.0973 
0,0487 
0.0487 
0,0487 


AminosN 


0.0945 


0.0052 


0,0209 
0.0103 
0.0151 
0.0324 


0.0206 


0,0420 
0.0223 
0,0273 


0.0396 


0.0324 
0.0174 
0,0231 
0,0414 
0.0444 


0,0171 


0.0412 
0,0226 
0.0253 
0.0451 


AminosN 
zu 
Gesamt-N 


Proz. 


4.3 


5.0 


19.9 
19,7 
28.8 
61,8 


19.6 


49,0 


42.3 
46.5 
52.0 
92,7 


einem Gehalt von 27,6 Proz. Amino-N nach vorheriger Bearbeitung 
mit Trypsin, mit 10proz. H,SO, im Autoklaven, Versuch 90, bis auf 
einen Gehalt von 80,1 Proz. mit Formol titrierbaren Stickstoffs hydro- 
lysieren. 


Da Gelatine theoretisch nur etwa 88 Proz. Amino-N als titrierbare 


Aminosauren enthalt, so kann solch eine bedeutende Steigerung dieser 
Form des Stickstoffs einer vorherigen tiefen Veranderung der Eiweib- 
molekel unter dem Einflu8 der fermentativen Hydrolyse im alkalischen 
Medium zugeschrieben werden. 


Literatur. 


1) Brigl, B. 56, 1887, 1923; Abderhalden und Komm, Zeitschr. f. physiol. 


Chem. 138, 121; 189, 147, 1924. — 2) Kossel, Die Naturwissenschaften 10, 


1000, 1922. — 


3) Abderhalden und Goto, Fermentforschung 7, 
Waldschmidt-Leitz und A. Schaffner, Berl. Ber. 58, 1356, 1925. 


169, 1923; 
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Proteinogene Toxikosen. 
Von 


Leon A. Tscherkes. 


(Aus der Morphologischen und Physiologischen Abteilung des Forschungs- 
instituts und aus dem Laboratorium fiir Allgemeine Pathologie am Staat- 
lichen Chemisch-Pharmazeutischen Institut zu Odessa.) 


(Eingegangen am 7. Januar 1927.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Beim Studium der Rolle, welche verschiedenen organischen Nahr- 
stoffen bei der Ausbildung avitaminéser Zustinde zukommt, konnten 
wir in einer unserer friiheren Mitteilungen (1) feststellen, daB mit der 
VergréBerung des Proteinanteils der Diat der Verlauf der B-Avita- 
minose bei Tauben beschleunigt wird. 


Funk, Dubin und Paton (2) (3) sind wihrenddessen zu einer entgegen- 
gesetzten SchluGBfolgerung gelangt und schreiben dem Eiweii Vitamin-B- 
sparende Eigenschaften zu. Im gleichen Sinne hat sich auch Abderhalden (4) 
ausgesprochen, dem es gelang, mittels Zusatz von Casein zu poliertem Reis 
einem scharfen Fallen des Gewichts bei Tauben vorzubeugen. Es ist aber 
schon aus den Versuchen Schaumannea (5) bekannt, daB Zusatz von Hiihner- 
eiweiB zu poliertem Reis das Leben der Tiere kiirzte, und Eijkman und 
Hoogenhuyze (6) haben darauf hingewiesen, daS Zusatz von Casein zu 
Reisdiat der Tauben (ohne gleichzeitige Steigerung der Vitamin-B-Ver- 
abreichung) weder die latente Periode, noch die Gewichtskurve beeinfluBt. 
Osborne und Mendel (7) endlich fanden in ihren Versuchen ebenfalls keine 
Veranlassung, um den EiweiBen Vitamin-B-sparende Eigenschaften zu- 
zuschreiben. Asada (8) und Ederer (9), die bei B-avitaminésen Ratten eine 
besondere Empfindlichkeit einseitiger EiweiBernihrung gegeniiber fest- 
gestellt haben, sind dadurch zu Resultaten gelangt, die mit den Ergebnissen 
unserer friiheren Untersuchungen im Einklang stehen. Im gleichen Sinne 
wird die Frage auch durch die ganze interessante Serie der Arbeiten Hart- 
wells (10) gelést, in deren Versuchen eine Steigerung des EiweiBanteils in 
der Diaét einer séugenden Ratte schadigend auf ihre Sauglinge wirkte; 

Q* 
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dieser Schadigung konnte jedoch vorgebeugt werden, wenn man in die 
Diat der Mutter Produkte einfiihrte, die an Vitamin B hinlanglich reich 
waren; dabei muBte die Quantitaét des zugegebenen Vitamins proportional 
der Steigerung der EiweiBmenge vergréBert werden. Die Ergebnisse der 
Versuche Bonds (11) entsprachen denjenigen der Beobachtungen Hartwells. 
Zur gleichen Faktenkategorie glauben Drummond, Cowden und Hill (12) 
die Resultate ihrer Experimente rechnen zu diirfen: sie beobachteten eine 
Wachstumsverzégerung bei Tieren, die eine eiweiBreiche Diat erhielten, 
und nahmen an, daB8 diese Verzégerung von einer Stérung des quantitativen 
Verhaltnisses zwischen dem Proteingehalt der Nahrung und dem Vitamin B 
bedingt wurde. 

Die weiteren Untersuchungen von T'scherkes (13) (14), deren Aufgabe 
es war, die Ursache der erwahnten Widerspriiche aufzudecken, fiihrten 
zu Schliissen, die sich von denjenigen seiner obengenannten friiheren Mit- 
teilung nicht unterscheiden. Funk, Collazo und Kaczmarek (15) (16) unter- 
nahmen ebenfalls eine Priifung derselben Widerspriiche, unterwarfen die 
Frage einer neuen Revision, erklirten jedoch die friiheren SchluBfolgerungen 
Funks iiber die vitamin-B-sparenden Eigenschaften des EiweiBes fiir un- 
erschiittert. Gleichsinnig waren auch die Ergebnisse der Experimente von 
Laviall (17). 


Wiahrend somit die einen Forscher glauben, daB das EiweiB die 
Ausbildung der B-Avitaminose erschwert, sehen die anderen in ihm 
einen die B-Vitaminbediirfnisse dkonomisierenden Faktor, und die 
dritten endlich bewerten das EiweiB als einen in dieser Hinsicht #n- 
differenten Agenten. Alle diese wiederholt widersprechenden Beob- 
achtungen zwangen uns, anzunehmen, da® die differenten Lésungen 
des Problems, welchem theoretische und praktische Bedeutung zu- 
kommt, mit irgend einem bisher nicht beriicksichtigten Umstande im 
Zusammenhang stehen miissen. Um weiter im Studium des Problems 
vordringen zu kénnen, erschien es uns als notwendig, in erster Linie 
die Frage zu beantworten, ob die bestehenden Widerspriiche nicht 
durch die Bedeutung des FEiweifes als solchen bewirkt sein kénnen, 
um so mehr, als die Frage von den toxischen Eigenschaften einer Diat 
mit privalierendem EiweiBgehalt schon mehrmals aufgeworfen worden 
ist. Bei naherer Betrachtung dieser Frage stoBen wir auch hier wieder 
auf ein ganzes Gamma von gegensitzlichen Ergebnissen, ahnlich wie 
das bei der eben erfolgten Besprechung der Rolle des EiweiBes bei der 
B-Avitaminose der Fall war. 


Wahrend Piliiger (18) iiber Beobachtungen an einem Hunde berichtet, 
der einer ausschlieBlichen Fleischdiaét unterworfen wurde und dabei gar 
keine sichtbaren Abweichungen von der Norm zeigte, konstatierte eine ganze 
Reihe von Forschern eine toxische Wirkung der EiweiBe, falls ihr Gehalt 
in der Diat stark pravalierte [Watson (19), Maignon (20) (21) u. a.}. Die 
SchluBfolgerungen dieser Autoren trafen auf Entgegnungen seitens spaterer 
Untersucher, da in den von ihnen angewandten Nahrungsrationen die den 
Vitaminen zukommende Rolle nicht beriicksichtigt worden ist. Und tat- 
sichlich hatten Osborne und Mendel (22) (23), sowie auch Polvogt, McCollum 
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und Simmonds (24) eine normale Entwicklung junger Tiere bei eiweiBreiche: 
Diat beobachtet; sie hielten es sogar fiir zuléssig, die Frage aufzustellen, 
ob eine Diaét mit Vorwiegen von EiweiBen fiir wachsende Tiere nicht zu- 
traglicher sei, als das von anderen Autoren angenommen wird [Osborne und 
Mendel (22, 38. 162)). Drummond, Crowden und Hill (12) und Reader und 
Drummond (25) beobachteten dagegen eine auffallige Wachstumsstérung 
bei Tieren, in deren Diadt Proteine vorwogen, und bei Asada (8) gingen 
Ratten bei einseitiger EiweiBfiitterung schon in der dritten bis vierten 
Woche zugrunde. Wir haben schon den toxischen Effekt erwihnt, mit 
welchem sich bei der Rattennachkommenschaft die Fiitterung der siugenden 
Mutter mit einer an Eiweii iibermaBig reichen Ration auBert [Hartwell (10). 
Speziell hinsichtlich des HiihnereiweiBes ist von Harris (26) und Boas (27) 
gezeigt worden, daB in Fallen, in welchen das Hiihnerei-Eiweif als einzige 
Quelle der Proteine der Diat erscheint, bei den Tieren eine Wachstums- 
hemmung auftritt, die von Stérungen im Haarwuchs begleitet wird. Boas (28) 
hat im weiteren endlich darauf hingewiesen, daB solche Stérungen aus- 
schlieBlich bei Fiitterung mit dem kauflichen, getrockneten EiweiS eintreten ; 
bedient man sich dagegen nur frisch koagulierten Hiihnerei-EiweiBes, so 
stellt sich die genannte Erscheinung nicht*ein. Zur gleichen Faktenkategorie 
muB auch die experimentelle Amyloidose gerechnet werden, die mittels 
Fiitterung der Tiere mit einer an Proteinen reichen Nahrung erzielt wird 
[ Kuczynski (29)}. 

Daher verdient es einer besonderen Beachtung, dab bei 
den Japanern die Amyloidose, die sich im ProzeB chronischer 
Infektionen entwickelt, in so schwach ausgeprigter Form auftritt 
daB sie gewéhnlich makroskopisch nicht festgestellt werden kann: 
sie kann nur mikroskopisch erkannt werden [Motoki, Tanaka (30)| 
Diesen schwachen AuBerungsgrad der Amyloidose bringt Tanaka 
mit dem Vorwiegen einer an N-haltigen Substanzen armen pflanz- 
lichen Kost (Reis) der Japaner in Verbindung. Meyer und Wolf (31) 
endlich haben Fille von Amyloidose besclirieben, die ohne Grund- 
krankheit — allein bei Ernahrung mit ein ~ eiweiBreichen Nahrung — 
auftrat. 


Unsere Versuche fiihrten wir an Tauben, weiBen Ratten und 
weiBen Mausen aus. 


In unseren friiheren an Tauben angestellten Versuchen (13) (14) 
konnten wir feststellen, daB in Abwesenheit von Vitamin B die An- 
wendungsméglichkeit des Prinzips des isokalorischen Ersatzes in 
bedeutendem MaBe eingeschrankt ist; dieser Befund entsprach voll- 
kommen jenen Ergebnissen, zu denen auch Bickel mit seinen Mit- 
arbeitern gelangt ist (32). In unseren Versuchen gingen die B-avita- 
minésen Tauben in jenen Fallen friiher zugrunde, in denen in der Diat 
Kohlehydrate oder EiweiBe privalierten; am indifferentesten erwies 
sich das Fett. Bei einer in unserem Laboratorium von Dr. Bergermann 
und Dr. Litwack durchgefiihrten Reihe von Versuchen, bei welchen 
Tauben ebensolche isokalorische Gemische erhielten, konnten in An- 
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wesenheit von Vitamin B bei keinem einzigen der Tiere irgendwelche 
pathologischen Erscheinungen festgestellt werden. In jenen Versuchs- 
serien, die gegenwartig abgeschlossen sind, und iiber die an anderer 
Stelle mitgeteilt werden soll, war die Quantitat der Proteine bis zu 
61 Proz. des ganzen Bestandes der Diit erhoben worden (was 50 Proz. 
der ganzen Kalorienmenge ausmacht). Das Uberwiegen der EiweiBe 
hat sich an den Versuchstieren in gar nichts geauBert und sie unter- 
schieden sich sichtlich in nichts von solchen Tieren, deren Diat mehr 
Kohlehydrate oder Fette enthielt. In den genannten Bedingungen 
erwies sich also der isokalorische Ersatz in Anwesenheit von Vitamin B 
als vollkommen durchfiihrbar. Versuche mit einer weiteren Steigerung 
des EiweiBgehalts der Diat, sowie mit ausschlieBlicher EiweiBernahrung 
sind noch nicht abgeschlossen. 

Eine andere Serie von Versuchen ist von Dr. Kupermann an 
weiBen Ratten mittleren Alters (Gewicht 95 bis 169g) ausgefiihrt 
worden. In Fallen, bei denen die EiweiBmenge (Casein) bis zu 
50 Proz. gesteigert worden ist, konnten im Laufe einer 3 Monate 
anhaltenden Beobachtung gar keine pathologischen Verinderungen 
konstatiert werden. Die Fiitterung der Ratten ausschlieflich mit 
Casein fiihrte nicht immer zu den gleichen Resultaten; doch konnten 
jedenfalls niemals Erscheinungen einer akuten Intoxikation beob- 
achtet werden. Eine ausfihrliche Beschreibung dieser Versuche 
wird an anderer Stelle erscheinen. 

Ganzlich anders waren die Ergebnisse, welche wir in unseren mit 
Dr. Litwack gemeinsamen Versuchen an weifen Mdusen erhielten. Alle 
Mause, die als Nahrung awusschlieflich Eiweif bekamen, gingen ge- 
wohnlich am zweiten bis vierten Versuchstage unter Erscheinungen 
einer akuten Intoxikation zugrunde. In vielen Fillen iiberlebten die 
Mause die Dauer von 24 Stunden nicht, doch wurde auch eine fiinf- bis 
siebentigige Lebensdauer beobachtet. Solche Tiere wurden triage und 
unsauber, ihr Fell wurde schmutzig und ballte sich zu Knaueln; darauf 
traten bei ihnen Lahmungen ein; die Tiere vermochten sich nur schwer 
von der Stelle zu bewegen, und oft konnte man sie auf der Seite liegen 
sehen. Nicht bei allen, jedoch in vielen Fallen wurden krampfhafte 
Zuckungen der Extremititen wahrgenommen; seltener beobachteten 
wir auch allgemeine Krimpfe. Bei vielen Tieren konnte Verengung 
der Augenspalte und bei manchen Lidschlu8 konstatiert werden. 
Wiederholt wurde reichliches und oftes Harnlassen bemerkt. Die 
Exkremente waren von schwarzer Farbe. Dem Tode gingen gewéhnlich 
Atmungsstérungen voraus. Das Gewicht des Tieres sank. Es wurden 
verschiedene EiweiBarten und in verschiedener Zubereitungsform 
erprobt, die Resultate waren aber immer gleichartig. Sie sind in der 
Tabelle I zusammengestellt. 
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Tabelle I. 





Tier 
Nr. 


101 
105 


12 
91 
32 
122 
123 
102 
108 


10 
124 
111 
125 
113 
114 


Anzahl der nach Y 
Salze Beginn des Ver: Gewichtsverlust 


in Proz. des An- 
gemisch suchs verlebten tangsyewichts 


Eiweifart 


Tage 
| Hahnerei-Kiwei8 (flassig) + 2 14 
aihnerei-Kiwei8 (flissig) MY 2 6 
e (trocken) - 1 6 
3 27.5 
| . | — 4 25 
Durch Kochen koaguliertes 4 9 
| frisches Hihnerei-hiwei8 oi 1 
- 2 
\ iva be ° Vv 1 12 
Pferdeblutserum (koaguliert) 3 , * 
| 1 24 
» Casein (nach Hammarsten) | + — 4 27 
\ t 2 28 
as 6 41 
) Frischer Markt-Quark 4 »”) 
| 5 { - 3 33 *) 
Autoklavisierter Quark (trocken) | 3 
Autoklavisierter, vorher in Wasser 
aufgeweichter Quark + 4 25 
eee 1 
| Gelatine 1 
! : { + 2 29 
destin 4 2 
| Pepton (Fairchild Broasd { “+ l 15 
| Forsterd) | + 2 37 


*) Erhielt alle Vitamine. 


Wenn man dem Tier zu einer Zeit, wenn es noch zu fressen fahig ist, 
das Eiwei8 durch eine gemischte Nahrung ersetzt, so erholt es sich rasch. 
Das ist von uns in einer Reihe von Versuchen beobachtet worden. Wir 
lassen einen Auszug aus dem Protokoll iiber den Versuch mit der Maus 
Nr. 3 folgen. 


> 


. Mai 19 


. Mai 19 


. Mai 19 


on 


-. 


25. 


9x 


«0. 


Maus Nr. 3. Gewicht 16,6 g. 
Die Maus beginnt ausschlieBlich autoklavisierten 
(3 Stunden bei 130°) Quark zu erhalten. 
Keine besonderen Verainderungen; war abends etwas 


trager. 
Verweigert die Nahrungsaufnahme. Schwach. Fell zu 
Knaueln zusammengeballt. Es wurden Gerste und 


Runkelriibe verabreicht. 


Vollkommenes Wohlbefinden. 


Dasselbe. 
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Bei ausschlieBlicher EiweiBernahrung gesellten sich unzweifelhaft seh: 
oft auch Erscheinungen des Hungers hinzu, da die Kalorienmenge der in 
diesen Bedingungen genossenen Nahrung oft bedeutend niedriger war, als 
dem normalen Bediirfnis entspricht. Nichtsdestoweniger sind wir, ganz 
wie Friedberger (33), der Meinung, da®B nicht das Hungern die Todes- 
ursache der Mause vorstellt. Bei standigem Hungern trat der Tod der 
Mause am vierten Tage ein (Tabelle IT); bei unvollstandigem Hungern 
jedoch gingen die Mause, die gewéhnlich vor Beginn des Versuchs taglich 
5 bis 6 g Gerste verzehrten und bei Versuchen mit unvollstandigem Hungern 
2 bis 3g Gerste taglich erhielten, nach 3 bis 4 bis 6 Tagen zugrunde 
(Tabelle ITT). 


Bei ausschlieBlicher EiweiBfiitterung kamen Faille vor, in denen der 
Tod sogar schon vor Ablauf von 24 Stunden eintrat. 


Tabelle II. 


Vollstandiges Hungern (mit Wasser). 





Tier Zah! der nach Beginn des Gewichtsverlust in Proz. 
Nr. Versuchs veriebten Tage des Ausgangsgewichts 
46 3 26 

93 3 33 

44 3 30 


Tabelle III. 


Unvollstandiges Hungern von Mausen, die vor dem Versuch taglich 5 bis 6 ¢ 
Gerste erhielten. 





Tier Tagliche Gersteration Zahi der nach Beginn des Gewichtsverlust in Proz 
Nr. g Verssuchs veriebten Tage des Ausgangsgewichts 


106 ; : 21 
107 6 : 25 
117 : 28 
118 : 26 


AuBerdem nahm eine Anzahl von Mausen bis zum Ende des Versuchs 
ziemlich gut Nahrung auf, und ein Hungeriod ist somit in diesen Fallen 
vollkommen ausgeschlossen. Wir fiihren hier Protokollausziige einiger 
dieser Versuche an. 


Maus Nr.7. Gewicht 20,0 g. 


9. Mai 1925. Beginn der Fiitterung mit Casein (nach Hammarsten). 


Das Casein wird vorher in Wasser aufgeweicht und in 
Form einer Pasta verabreicht. Die Maus friBt diese 
Pasta gerne. 

10. Mai 1925. Gewicht 17,5¢g. Hat wahrend 24 Stunden 4¢ Casein 
(trocken gewogen) verzehrt. Liegt auf der Seite. Zeit- 
weise Krampfe. Abends tot. 
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hi Maus Nr. 110. Gewicht 14,5 ¢. 

. 23. September 1926. Beginn der Fiitterung mit Marktquark. Fribt gut. 
ils ’ 

ws 24. a 1926. Gewicht 12,8¢. Hat 6,0 ¢ verzehrt. 

a 25. ¥ 1926. ~ 125g. , 70g o 

er 26. an 1926. - 11,2 g. >» 90g ai Keine sicht- 
n bare Veranderungen. 

h 27. ¢ 1926. Gewicht 10,8g. Hat 5,5¢@ verzehrt. 

a7 28. an 1926. Sehr trage. 

le 29. ma Gewicht 8,5g. Hat waihrend 48 Stunden 12 ¢ verzehrt. 


Ist am Morgen tot vorgefunden. 





or 
Maus Nr. 102. Gewicht 14,0 ¢. 

15. September 1926. Beginn der Fiitterung mit koaguliertem Pferde- 

serum. 
16. i 1926. Gewicht 12,3 g. Hat in 24 Stunden 5 g verzehrt. 
Fell gestraubt. Kraimpfe. Abends tot. 
Maus Nr. 91. Gewicht 18,7 g. 

4. September 1926 Beginn der Fiitterung mit durch Kochen ko- 
aguliertem Hiihnerei-Eiwei’. 

5. a 1926. Gewicht 16,5 g. Hat 10,5 ¢ verzehrt. 

6. ™ 1926. a 14,7 g. te 8 g « 

, a ne 1926. a 14,3 g. on e 

= 8. ans 1926. ~ 14,0 g. _ 6 g ion Ist am 

Morgen tot vorgefunden. 

. SchlieBlich spricht zugunsten der toxischen Ursache der beschriebenen 
Erscheinungen auch jener Umstand, daB parallel der Verringerung des 
Eiweifteiles der Didt die Giiltigkeit der Didt schwdcher wird. Von diesem 
Umstand ist noch weiter unten die Rede. 

Auch die Annahme mu8 ausgeschaltet werden, daB es sich hier um 
einen Avitaminosezustand handle, denn die Lebensdauer der Mause, die 
eine avitaminése Nahrung (autoklavisierte Gerste) erhielten, schwankte 

I zwischen einer und zwei Wochen (Tabelle IV); andererseits hat die Zugabe 

; von Vitaminen (Hefe, Zitronensaft, Lebertran) zur reinen Eiweifdiat der 

: Mause (autoklavisierter Quark) die Resultate des Versuchs nicht verandert. 
Solche Beobachtungen sind von uns mit dem gleichen Ergebnis [das auch 
den SchluBfolgerungen von Friedberger (33) (34) entspricht] mehrmals 
wiederholt worden (siehe z. B. die Resultate der Versuche an den Mausen 
Nr. 1 und 27). 

Tabelle IV. 
; Diait: 3 Stunden bei 130° autoklavisierte Gerste. 
? Tier Zahl der nach Beginn des Gewichtsverlust in Proz. 
Nr. Versuchs veriebten Tage des Ausgangsgewichts 
’ 12 27 
5 12 30 


14 6 17 
l 7 38 
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Durch Zugabe von Vitaminen zur autoklavisierten Gerste gelingt es, die 
Mause unbestimmt lange am Leben zu erhalten. 


Die Intoxikationserscheinungen konnten ebenfalls nicht durch ein 
Fehlen von Salzen herbeigefiihrt werden, denn die Mause Nr. 101, 105, 
32, 102, 108, 100, 27, 112, 111, 125, 113 und 114 erhielten ein nach McCollum 
und Davis (35) zusammengesetztes Salzgemisch. 

Endlich sprechen zugunsten der Ansicht, daB es sich hier gerade um 
eine EiweiBintoxikation handelt, unsere Beobachtungen an Mausen, die 
als Nahrung ausschlieBlich Fett oder Kohlehydrate erhielten: ihre Lebensdauer 
war bedeutend (zwei- bis dreimal) gréBer, als die Lebensdauer von Mausen, 
welche ausschlieBlich mit Eiwei8 ernahrt wurden. Die Ergebnisse einiger 
dieser Versuche sind auf Tabelle V wiedergegeben. 


Tabelle V. 





Diat Zahl der nach Beginn des | Vorhandensein Gewichtsverlust in Proz. 
Versuchs verlebten Tage | d. Salzgemisches des Ausgangsgewichts 
>» 

li a 37 
1: - 28 
22 

26 

32 


Starke 


Rinderfett 


- 


104 ; ) 32 


Ob wir es in den eben erwahnten Versuchen mit Avitaminose zu tun 
haben, oder ob es sich um ein EiweiBhungern handelt, miissen weitere, 
gegenwirtig im Gange befindliche Versuche entscheiden. Um sich endgiiltig 
von der Gesetzma&Bigkeit der beschriebenen Erscheinung zu iiberzeugen, 
haben wir fiir unsere Versuche Mause verschiedener Staémme benutzt. Die 
Ergebnisse der Versuche haben sich deswegen nicht verandert. 

Als unsere Untersuchung sich schon ihrem Ende nahte, sind alle unsere 
Zweifel beziiglich der Méglichkeit so akuter Intoxikationen bei Einfiihrung 
von EiweiBen per os durch die kiirzlich veréffentlichten Studien Fried- 
bergers (33) (34) beseitigt worden, da er ebenfalls eine akut verlaufende 
Intoxikation bei Ratten konstatiert hatte, die ausschlieBlich mit Hiihnerei- 
Fiwei®8 ernahrt wurden; dabei schwankte die Lebensdauer solcher Tiere 
zwischen 1 und 1,7 Tagen. In Fallen, in welchen die Nahrung der Ratten 
aus einem erwirmten Vollei bestand, entwickelten sich die Intoxikations- 
erscheinungen chronisch; dabei hat der Verfasser den charakteristischen 
Haarausfall und den Wachstumsstillstand beobachtet, die auch von 
Harris (26) und Boas (27) beschrieben worden sind. Wahrend aber Boas (28) 
glaubte, daB fiir Ratten nur das getrocknete kaufliche Hiihnerei-Eiwei8 
unvollwertig sei, hat Friedberger nachzuweisen vermocht, daB dieses EiweiB 
in seinen verschiedenen Formen (sogar frisch) vielleicht nicht so unvoll- 
wertig, sondern direkt giftig ist. Unsere Versuche an Mausen haben gezeigt, 
daB diese Giftigkeit keine Besonderheit des Hiihnerei-Eiwei Bes vorstellt, sondern, 
da8 sie auch anderen von uns gepriipften Proteinen, sowie dem Pepton, 
eigen ist. 

Unsere Versuche entsprechen daher vollkommen den Beobachtungen 
von Hartwell (36), die festgestellt haben, daB auch der Haarwuchs der 
Ratten durch verschiedene EiweiBe beeinfluBt werden kann. 
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Unsere weiteren Versuche, tiber die eingehend an anderer Stelle 
berichtet werden soll, haben gezeigt, daf ein Zusatz von Fett oder Starke 
zum Eweip die Entwicklung der toxischen Erscheinungen offensichtlich 
schwdcht; dabei wird die Lebensdauer der Tiere um so linger, je gréBer 
prozentual in der Diat die beiden erstgenannten Nahrstoffe enthalten 
sind, und dem Fett kommt, wie es scheint, in dieser Hinsicht eine 
héhere Bedeutung zu als den Kohlehydraten. Ob es bei diesen Zusitzen 
mehr auf die Verringerung der EiweiBrationen oder auf die eigene 
Bedeutung der Kohlehydrate und Fette fiir den normalen Verlauf des 
intermediiren EiweiBumsatzes ankommt — diese Frage kénnen nur 
weitere Versuche entscheiden 

Von Interesse ist jedoch der Umstand, dab, wenn es dem Tiere 
selbst iiberlassen wird, sich seine Ration aus Eiweif und Fett zusammen- 
zustellen, es das in den fiir sich vorteilhaftesten Verhiltnissen ver- 


wirklicht. 


Den Mausen Nr. 99 und 109, die sich in Einzelkafigen mit je drei Futter- 
trégen in jedem befanden, wurde die Nahrung folgendermaBen verabreicht : 
in einem Futtertrog befand sich Hiihnerei-EiweiB, im zweiten Rinderfett 
+ Salzgemisch + alle Vitamine und im dritten Wasser. Diese Mause be- 
finden sich, Fett und Eiwei8 verzehrend, schon 52 und 38 Tage vollkommen 
wohl. Die Tiere werden weiter beobachtet '). AuBerst wertvoll erscheint fiir 
uns daher eine Bemerkung, die wir bei Osborne und Mendel, bei Autoren 
antreffen, die sogar fiir wachsende Ratten die Méglichkeit zulassen, daB 
ihnen eine Dit mit Uberwiegen von EiweiS zutriglicher ist. Diese Forscher, 
die auch in einer spateren Arbeit (23) die Méglichkeit eines Wachsens der 
Tiere bei einer Diaét mit Vorwiegen von EiweiBen betonen, bemerken dabei 
aber: ,,good growth was secured in many trials, although, as a rule, the 
male rats stopped gaining in weight at a maximum around 250g. Further 
gains were often secured by change to a ,mixed‘ diet, or by addition of some fat***) 
(S. 31; s. auch S. 16 und 17). Somit konnte auch von diesen Autoren fest- 
gestellt werden, da8 mittels Uberfiihrung der Tiere auf eine gemischte 
Diit, oder durch Zugabe von Fett die bei eiweiBreicher Ernahrung auf- 
tretenden Insuffizienzerscheinungen beseitigt werden kénnen. 

Die Eigenschaft des Fettes — die Giftigkeit einer eiweiBreichen Didt zu 
schwiachen — ist auch von Maignon (20) (21) und Visco (38) bemerkt worden. 
Unsere Versuche haben aber gezeigt, daB dem Fett in dieser Hinsicht 
kein solcher Vorrang eingeraumt werden darf, wie das von Visco getan wird. 

Es sind niéimlich in unserem Laboratorium von Dr. Kupermann an 
zwei Rattenpaaren diesbeziigliche Fiitterungsversuche durchgefiihrt worden ; 
das erste Rattenpaar erhielt ein Nahrgemisch aus gleichen Mengen von 
Eiwei® (Casein) und Kohlehydrat (Starke), das zweite Paar — ein Nahrgemisch 
aus gleichen Mengen Eiwei8 und Schweinefett. In beiden Fallen bekamen 
die Tiere auBerdem das Salzgemisch (nach McCollum und Davis), doch 
entbehrte ihre Diat, wie auch bei Visco, der Vitamine. Es war dabei kein 


1) Bemerkung wahrend der Korrektur. Am 93. und 79. Tage des Versuchs 
befinden sich die Mause vollkommen gesund. 
2) Von uns unterstrichen. JL. 7. 
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Unterschied im Allgemeinzustand und Gewicht der Tiere beider Gruppen 
zu konstatieren. 

Die Gewichtskurven dieser Tiere sind in der Abb. 1 (Tabelle VI) an- 
gefiihrt. 

Bei diesen vier Tieren war die Erscheinung des Haarausfalls, welche 
bei Fiitterung mit Hiihnerei-EiweiB in den Versuchen von Harris, Boas 
und Friedberger statthatten, nicht zu konstatieren; unsere Ergebnisse 
stimmen in dieser Hinsicht mit den Befunden von Boas iiberein: Boas (27) 
ist es gelungen, durch Einfiihrung von 20 Proz. Caseinogen in die Diat 
eine Restaurierung der Behaarung bei solchen Ratten zu erzielen, die ihre 
Behaarung infolge einer Fiitterung mit Nahrgemischen, deren einzige 
Proteinquelle das Hiihnerei-Eiwei8 war, verloren haben. In den Haar- 
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Abb. 1 (Tabelle VI). 
Die Ordinatenachse zeigt das Kérpergewicht in Prozenten des Antangsgewichts. 
Die Abszissenachse zeigt die Dauer der Beobachtung in Tagen. 
Ratte 21; Anfangsgewicht 118g | Casein, Schweinefett 
oa é 115g! und Salzgemisch 
o Bs « 126g | Casein, Starke und 
>. 0 2 125g) — Salzgemisch. 


wachstumsstérungen kommt daher, scheint es, den Fehlen des zum Aufbau 
des Haarkeratins notwendigen Cystins keine unmittelbare Rolle zu (im 
Hiihnerei-Eiwei8 sind nach Harris 86 Proz. der ganzen Schwefelmenge nicht 
in Form von Cystin enthalten; im Casein ist ebenfalls wenig Cystin vor- 
handen). Von Bedeutung sind eben durch Intoxikation bewirkte trophische 
Stérungen, wie das von Friedberger angenommen wird. Eine unmittelbare 
Rolle des Cystinmangels wird auch durch die Versuche von Abderhalden (39) 
ausgeschlossen. 

Die Differenz zwischen den Ergebnissen unserer Versuche und der- 
jenigen von Visco wird aller Wahrscheinlichkeit nach durch die kurze 
Zeitperiode, auf welche seine Beobachtungen sich erstrecken, bedingt; und 
wir glauben annehmen zu diirfen, daB sie nicht bestehen wiirde, wenn die 
Dauer seiner Experimente nicht auf 7 bis 8 bis 12 Tage beschrankt wire. 


Ohne jetzt schon ein entscheidendes Urteil iiber das tatsachliche 
Wesen jenes Zustandes fallen zu wollen, welcher nach Einfiihrung per os 
groBer Proteinmengen eintritt, méchten wir dennoch vorschlagen, ihn 
als proteinogene Toxikose zu bezeichnen. Diese Bezeichnung sollte, 
nach uns, auch die durch Fiitterung mit eiweiBreicher Nahrung herbei- 
fiihrbare alimentdre Amyloidose, sowie vielleicht auch die Erscheinungen 
der hamoklastischen Krisen einbegreifen. Hierher kénnte man vielleicht 
auch diejenigen Fille von bronchialem Asthma hinzurechnen, die 
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Klewitz (39a) in seinem Vortrag zur Gruppe der Nahrungsmittel- 
asthmafille rechnet. 


Gegenwartig sind wir nicht imstande, uns mit Bestimmtheit iiber die 
Herkunft der beschriebenen Intoxikation auszusprechen. Mikroskopische 
und histochemische Untersuchungen, die gegenwirtig im Gange sind, 
werden wohl bestimmend auf die Richtung des Studiums des Mechanismus 
dieser Intoxikationen einwirken. Manche Forscher [Osborne, Mendel und 
Park (40) (41)] haben in Fallen einer an Eiwei8 iiberreichen Diét Nierenhyper- 
trophie bei Ratten festgestellt, andere [Polvogt, McCollum und Simmonds (24)] 
sogar degenerative Nierenveranderungen gefunden; und Newburgh (42) hat 
bei Kaninchen, die eine eiweiBreiche Diit erhielten, Nephritiserscheinungen 
konstatiert. 

Es unterliegt keinem Zweifel, daB bei Tieren verschiedener Arten ver- 
schiedenen Proteinen gegeniiber eine verschiedene Sensibilitat besteht. So 
konnten wir bei unseren friiheren Untersuchungen bei Tauben, denen aus- 
schlieBlich Casein verabreicht wurde, keine akuten Intoxikationserschei- 
nungen beobachten (43) (44); auch haben wir eine solche Intoxikation bei 
Ratten nicht beobachten kénnen, die in der Dauer von 40 bis 56 Tagen 
ausschlieBlich Casein erhielten (Versuche von Dr. Kupermann, die infolge 
zufalliger Umstande eingestellt werden muBten). Wahrenddessen gingen in 
den obenerwihnten Versuchen von Maignon und Friedberger ausschlieBlich 
mit EiweiB gefiitterte Ratten unter Erscheinungen akut eintretender 
Intoxikation ein, und unsere Mduse starben von einer Diadt, die aus ver- 
schiedenen EiweiBen (einschlieBlich des Caseins) bestand. Auch in unseren 
Versuchen gingen weiBe Ratten, die Hiihnerei-Eiweifi erhielten, ebenfalls 
unter Erscheinungen einer rasch zunehmenden Toxikose zugrunde; dabei 
niherte sich ihre mittlere Lebensdauer (6 Tage) mehr der von Maignon 
beobachteten (8 Tage) als der von Friedberger konstatierten (1 bis 1,7 Tage). 
Die Ursache dieser Erscheinungen ist wahrscheinlich im jugendlichen Alter 
der Tiere Friedbergers zu suchen. Es muB bemerkt werden, da Maignon 
bei Tieren verschiedener Arten eine verschiedene Sensibilitaét verschiedenen 
EiweiBen gegeniiber beobachtet hat. Wir lassen hier einen Protokollauszug 
eines unserer Versuche an Ratten folgen, denen ausschlieBlich Hiihnerei- 
EiweifB verabreicht wurde: 


Ratte Nr. 47 erhalt ausschlieBlich koaguliertes Hiihnerei-Eiweil}. Zur 
Koagulation wurde das ganze Fi 15 Minuten lang gekocht. 
1. Tag. Gewicht 150g. 
pe - 138g. Hat in 24 Stunden 25g Eiweif verzehrt. 
a 140 g. » so. oe - 40 ¢ = 
Schlaft die meiste Zeit. Stéhnt im NSchlafe. 
Gewicht 132g. Stéhnt. Tragheit. 
132 g. i - 
a 110g. Hat in 48 Stunden 40g Ejiweil verzehrt. 
Gehbeschwerden. Fri8t gerne an einer neuen Portion Eiweil. 
Am Abend tot vorgefunden. 


Es liegen viele Griinde vor anzunehmen, da8 es sich bei allen be- 
schriebenen Tatsachen im bedeutenden MaBe um eine verschiedene Per- 
meabilitat der Darmwand gegeniiber verschiedenen EiweiBen bei Tieren 
verschiedener Arten handelt. Eine altbekannte Tatsache ist es, daB ver- 
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schiedene EiweiBe die Fahigkeit besitzen, unveraindert oder sehr wenig 
veriindert durch die Darmwand zu passieren und in dieser Form in den 
Blutstrom zu gelangen. Das sagen ja die alten Beobachtungen von 
Briicke (45) aus, der nach Aufnahme von Milch in den ChylusgefaBen durch 
Saure fallbares Casein vorfand; sich der Prazipitationsreaktion bedienend, 
haben auch Ascoli und Vigano (46) die Méglichkeit eines Ubertritts genuine: 
oder wenig verainderter EiweiBe in das Blut und in die Lymphe nach- 


gewiesen. 


Eieralbumin ist gerade jenes EiweiB, das mit verhaltnismaBig gréBter 
Leichtigkeit die Darmwand in unverindertem Zustande zu passieren 
vermag und, wird es in Uberma® in den Magen eingefiihrt, im Harn auf- 
treten kann. In diesem Umstande kann man gewissermaBen die Ursache 
seiner gréBeren Giftigkeit erblicken, was auch einige Autoren (Harris, Boas) 
bewogen hat, die Frage von seiner Unvollwertigkeit, besonders in denatu- 
rierter Form (Friedberger), aufzuwerfen. Hierin ist wahrscheinlich auch 
eine der Ursachen zu suchen, weshalb Boas die Unvollwertigkeit des 
getrockneten HandelseiweiBes bestimmen konnte (27) und gleich Osborne 
und Mendel (47) das beziiglich des frischen EiweiBes (28) nicht zu bestatigen 
vermocht hatte. Wenn in normalen Bedingungen ein solches Passieren des 
unveranderten EiweiBes auch statthat, so ist anzunehmen, da das nur in 
ganz minimalem MaBe geschieht. In gewissen Umsténden kann aber die 


Permeabilitat der Darmwand gegeniiber Eiweif eine Steigerung erfahren. 
Hammarsten (48) rechnet zu diesen Umstanden die Uberbiirdung des Darms 
mit Eiwei8, die hohe Permeabilitat der Darmwand bei jungen, noch ge- 
siugten Tieren, sowie die ungeniigende Denaturierung der Eiwei8e durch den 
Magensaft. Studiert man die Bedingungen jener Versuche, bei welchen Er- 


scheinungen der proteinogenen Toxikose aufgetreten waren, so stellt es 
sich heraus, daB® sie in einer groBen Anzahl von Fallen jenen Anforderungen 
entsprechen, von denen Hammarsten spricht. Gewéhnlich handelt es sich 
dabei gerade um junge, noch im Wachsen begriffene Tiere (Wachstums- 
hemmungserscheinungen, Drummond, Boas, Friedberger u. a.), um gesiugte 
Tiere (Hartwell), sowie um Tiere, die eine ungewohnilich eiweiBreiche Diadt 
erhalten (Maignon, Friedberger, unsere Experimente). Und wenn das Casein 
die Erscheinungen einer akuten Intoxikation bei Mausen bewirkte und bei 
Ratten sie nicht zu bewirken vermochte, so ist die Ursache dafiir aller 
Wabrscheinlichkeit nach in den verschiedenen Permeabilitaétsbedingungen 
der Darnywand dieser Tiere zu suchen. Gegenwartig versuchen wir es im 
Blute der Mause, mittels des Prazipitationsverfahrens die Anwesenheit jener 
Eiweife aufzudecken, die bei der Einfiihrung per os Intoxikations- 
erscheinungen bedingen. Da in unseren Versuchen auch Pepton deutlich 
ausgepragte toxische Eigenschaften gezeigt hat, so diirfen alle bisher an- 
gefiihrten Erwagungen nicht nur auf die nativen Eiweife bezogen werden. 
Jene widersprechenden Ergebnisse, zu denen verschiedene Autoren bei 
EiweiGBiiberschuB in der Diat B-avitaminéser Tiere gelangt sind, hangt 
vielleicht im gewissen MaBe von einer bei verschiedenen U mstdnden difjerenten 
Resorptionsjahigkeit der Darmwand gegeniiber dem EiweiB ab. Die Unter- 
suchungen von McCarrison (49) haben gezeigt, welchen Verinderungen der 
Magen-Darmtrakt bei B-Avitaminose unterliegen kann, und Gross (50), 
Winokuroff (51) und T'scherkes (52) wiesen auf die bei dieser Avitaminose 
auftretenden motorischen Stérungen des Verdauungstrakts hin. Der 
Charakter und der Grad der vom Verdauungsapparat erlittenen Verande- 
rungen kénnen in verschiedenen Fallen verschiedene Bedingungen fiir die 
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Permeabilitat der Darmwand Eiwei8 gegeniiber zustandebringen; und hierin 
liegt, wenn auch zum Teil vielleicht, die Ursache der obenerwahnten Wider 
spriiche. Es ist aber zweifelhaft, daB das Problem der proteinogenen 
Toxikosen ausschlieBlich auf dem Wege des Studiums der Resorptions- 
bedingungen, d. h. auf einem Gebiet seine Lésung finden wird, wo es mit 
dem Problem der parenteralen Einfiihrung des EiweiBes so eng verflochten 
ist. Die Tatsache, daB eine Reihe von Forschern die Frage nach der Giftig- 
keit der EiweiBe auf verschiedene Weise beantwortet hat, daB nach Maignon 
jiingst wieder von Friedberger die Erscheinungen einer akuten Intoxikation 
bei Ratten beschrieben wird, die ausschlieblich mit Hiihnerei-Eiwei8 ge- 
fiittert worden sind, und daB bis heute akute Intoxikationserscheinungen 
bei mit verschiedenen EiweiBben ernihrten Mausen nicht beschrieben worden 
sind — diese Tatsache ist von unserem Standpunkt aus beachtenswert. Es 
unterliegt keinem Zweifel, da8 dhnliche Versuche wie die unseren auch in 
anderen Laboratorien (besonders im Zusammenhang mit dem Studium des 
Avitaminoseproblems) stattgefunden haben, und wenn die Forscher diese 
Erscheinungen nicht beobachtet haben oder zueinander widersprechenden 
SchluBfolgerungen gelangten, so sind, wie es scheint, in diesen Versuchen 
gewisse Bedingungen unbeachtet geblieben —- Bedingungen, dank welchen die 
EiweiBe in gewissen Fallen giftiger sind als in anderen. 

Es ist von Interesse, daB ebensolche Widerspriiche auch beziiglich der 
alimentéren Amyloidose bestehen: wahrend in den Versuchen von 
Kuczinsky (29) eine an EiweiBen reiche Ernaihrung (Kase, Hiihnerei-Eiweib ) 
bei Mausen sehr oft zu einer Amyloidoseentwicklung fiihrt, erhielt Strasser (53) 
bei dhnlicher Diait immer ein negatives Resultat. Friedberger weist auf 
einen Umstand — auf den Denaturationsgrad durch Warme — als auf 
einen Faktor hin, der den Nahrwert des Eiweibes herabsetzen und das 
EiweiB toxisch machen kann. Doch waren in den Versuchen Friedbergers 
und den unserigen auch nichidenaturierte EiweiBe giftig (frisches Hiihnerei- 
Eiwei® in fliissigem Zustande). Es ist méglich, daB beim ProzeB der De- 
naturierung Bedingungen geschaffen werden, die das Eiwei®8 besonders 
giftig machen kénnen. Diese Bedingungen sind uns noch unbekannt. 
Andere Tatsachen sprechen jedoch dafiir, daB die unbedeutendsten, zu- 
weilen fast unmerklichen Verainderungen in der Zusammensetzung der 
Diat letztere zur Ursache schwerer pathologischer Prozesse machen kénnen. 
In dieser Hinsicht verdienen besondere Beachtung die Versuche von Scher- 
man und Pappenheimer (54), sowie McCollum und seinen Mitarbeitern (55) (56), 
durch welche festgestellt worden ist, daB nichtige Schwankungen im Ver- 
haltnis von Ca und P in der Diaét der Ratten fahig sind, auf ihre rachitis- 
bewirkende Ejigenschaft bestimmend einzuwirken; noch auffallender sind 
in dieser Hinsicht vielleicht jene unbedeutenden Schwankungen im Ca- 
Gehalt der Diat, deren es in den Steppschen (57) Versuchen geniigte, um 
einer vordem nur Xerophtalmie zu bewirkenden faihiger Diét noch gleich- 
zeitig rachitogene Eigenschaften zu verleihen. Indem Hartwell Safte ver- 
schiedener pflanzlicher Stoffe, Milch und Hefe zum eiweiBreichen Futter 
eines séugenden Rattenweibchens zugab, gelang es ihr, jene schadlichen 
Einwirkungen zu beseitigen, die auf junge Ratten die Ernahrung mit der 
Milch einer Mutter ausiibt, welche eine eiweiBreiche Didt erhalt. Hartwell 
nimmt an, daB es sich hier um eine Zugabe von Vitamin B handle, doch 
halt sie selbst diese Annahme fiir nicht endgiiltig bewiesen. 


Alle diese Tatsachen haben wir nur der Analogie wegen angefiihrt, 
und es liegen gar keine Griinde vor, unsere Beobachtungen durch 





48 L. A. Tscherkes: 


Erscheinungen der gleichen Kategorie zu erkliren; sie betonen aber, 
wie delikat und schwer erkennbar jene Umstiinde sein kénnen, die die 
Nahrung in einen pathogenen Faktor zu verwandeln vermégen. Vom 
Standpunkt dieser Betrachtungen aus verdient Beachtung eine von 
C. Voit und Bauer (58) noch im Jahre 1869 gemachte Beobachtung: 
in den Mastdarm eingefiihrtes reines Hiihnerei-EiweiB wird aus dem 
Mastdarm nicht resorbiert; fiihrt man es aber in einer NaCl-Lésung ein, 
so geht die Resorption mit Leichtigkeit vor sich. Interessant ist in 
dieser Hinsicht auch der Hinweis von Friedberger, dab eine Erwirmung 
des Hithnerei-EiweiBes mit Eisenzucker seine Giftigkeit scharf herabsetzt. 

Dem Problem der proteinogenen Toxikosen sollte deshalb eine 
gréBere Aufmerksamkeit zugewandt werden, weil in ihrer chronischen 
Form solche Toxikosen die Ursache jener sich allmahlich und unauf- 
fillig entwickelnden pathologischen Prozesse sein kénnen, deren Auf- 
treten gegenwartig noch unerklirlich ist. 


1. Die Fiitterung weiBer Mause ausschlieBlich mit Proteinen 
(Casein, Hiihnerei-EiweiB, Gelatine. Blutserum, Edestin) bewirkt Er- 
scheinungen einer akuten Intoxikation, die tédlich ist. 

2. Eine Zugabe von Fetten oder Kohlehydraten zur Diit von 
Miusen schwacht die Intoxikationserscheinungen; der Grad der 
Schwachung dieser Erscheinungen erhéht sich parallel der Steigerung 


der Mengen der zugegebenen Fette oder Kohlehydrate. 

3. Die Intoxikationserscheinungen sind von der oft hinzutretenden 
Unterernihrung unabhangig und gehéren nicht in die Kategorie der 
Avitaminosezustande. 

4. Solche akuten Intoxikationserscheinungen sind bei einer Er- 
nihrung ausschlieBlich mit Casein bei weiBen Ratten und Tauben 
nicht beobachtet worden. Jedoch bei einer Ernihrung mit Hiihnerei- 
EiweiB stellen sich bei Ratten Intoxikationserscheinungen ein. 

5. Die bei Mausen beschriebene Intoxikation stellt, wie es scheint, 
eine jener Schidigungsformen vor, welche von verschiedenen Forschern 
bei anderen Tieren durch eine Ernaibrung mit proteinreichem Futter 
bewirkt worden sind. 

6. Fiir solche Zustande schlagen wir die Bezeichnung ,,proteinogene 
Toxikosen“ vor. 
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Uber die Wirkung physiologisch aquilibrierter Salzlésungen. 


Von 
D. L. Rubinstein (Odessa). 


(Aus der Sewastopolschen Biologischen Station der Akademie der Wissen- 
schaften und dem Biologischen Laboratorium des Medizinischen Instituts 
zu Odessa.) 


(Eingegangen am 7. Januar 1927.) 


Das Problem der iquilibrierten Salzlésungen. 


Die Notwendigkeit bestimmter Salzkombinationen fiir das Uber- 
leben von isolierten Organen der Wirbeltiere wurde seit langem durch 
die Untersuchungen von Merunovicz, Ringer, Locke u. a. festgestellt. 
Die einzelnen Bestandteile solcher Salzgemische iiben verschiedene, 
manchmal sogar entgegengesetzte (wie bereits Ringer sagte, ,,antago- 
nistische“‘) Einfliisse aus; durch ihr Zusammenwirken wird die normale 
Leistung aller Lebensfunktionen ermdéglicht. 


Die grundlegenden Untersuchungen von Loeb haben die Unentbehrlich- 
keit &ahnlicher Salzkombinationen fiir verschiedene, auch niedere Wasser-, 
besonders Seewassertiere bewiesen. Es wurde dabei festgestellt, daB reine 
isotonische Lésungen der einzelnen Salze nicht wegen Mangel irgernd- 
welcher unersetzlichen Stoffe schidigen, sondern da8 ihre Kationen eine 
direkte Giftwirkung ausiiben. In Gemischen laBt sich diese Giftwirkung 
einzelner Ionen durch andere, welche den ersten gegeniiber als Antagonisten 
fungieren, véllig beseitigen. Durch eine passende Wahl der antagonistisch 
wirkenden Salze kénnen vollkommen unschadliche Lésungen hergestellt 
werden. Loeb hat fiir sie die Benennung " physiologisch -aquilibrierte Salz- 
lésungen“ eingefiihrt. Mit diesem Namen bezeichnete er ,,Lésungen, deren 
Bestandteile so gewahlt sind, daB die Giftwirkungen verschwinden, die jeder 
Bestandteil haben wiirde, wenn er allein in Lésung ware‘‘'). Die einfachste 
aquilibrierte Lésung, welche das Leben der meisten Organismen am besten 
erhalt, enthalt Salze der drei Kationen Natrium, Kalium und Calcium 
ungefahr in derselben Proportion, in welcher sie im Seewasser, sowie im 
Blutserum enthalten sind, also pro 100 NaCl etwa 2 KCl und 2 CaCl,. 


1) Loeb, Pfliigers Arch. 107, 252, 1905. 
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Ein solches Gemisch werden wir im folgenden abgekiirzt als die Na-K- 
Ca-Lésung, bezeichnen. 

Damit wurde die Grundlage der modernen Lehre von dem physiologi- 
schen [onenantagonismus und der Ionenaquilibrierung gelegt. Wo. Ostwald, 
Osterhout und eine Reihe weiterer Forscher haben Loebs Ergebnisse an 
einer Anzahl verschiedener tierischer sowie pflanzlicher Organismen 
bestatigt. Die Erscheinungen des Ionenantagonismus wurden seitdem 
vielfach an Lebewesen, in letzter Zeit auch an kolloidalen Modellen unter- 
sucht; es ist ihnen eine reichliche, stets wachsende Literatur gewidmet. 
Es fehlt auch nicht an Versuchen bis jetzt zwar erfolglos gebliebenen — , 
den Mechanismus der antagonistischen Ionenwirkungen aufzuklaren. 


Eine Frage, wir diirfen wohl sagen die Grundfrage der Lehre von 
den aquilibrierten Lésungen, hat aber bis jetzt wenig Beachtung ge- 
funden. Es ist namlich die Frage nach der Ursache der dreifachen 
Salzkombination in dem gewoéhnlichen aquilibrierten Gemisch. Der 
einfache Antagonismus von zwei Salzen, um welche es sich bei den 
theoretischen Betrachtungen (sowie den meisten Versuchen an kolloidalen 
Modellen) handelt, ist in physiologischen Versuchen duBerst selten in 
reiner Form verwirklicht. Als Lebensmilieu ist stets eine ziemlich 
konstante Kombination von mindestens drei Kationen, namlich die 
Na- K-Ca-Lésung erforderlich. Die Erklarung, welche dieser allgemeinen, 
universellen Erscheinung beiliufig gegeben wird, ist aber recht wenig 
begriindet. 


J. Loeb, der die direkte Giftigkeit der reinen Chlornatriumlésung und 
ihre Entgiftung durch Calcium- und Kaliumsalze zuerst festgestellt hat, 
diuBerte zugleich die Vermutung, daB die Calciumionen allein ausreichend 
sind, um die Natriumlésung zu équilibrieren. Das Calcium soll aber dabei 
wahrscheinlich eine eigene Giftwirkung ausiiben, dergegeniiber das Kalium 
als Antagonist auftritt. Es waren also ,,die Kaliumionen nur nétig, 
um gewissen Nebenwirkungen der Calciumionen entgegenzuwirken” [ohne 
direkt die Natriumionen zu Aquilibrieren’)]. Zu dieser Auffassung der 
aquilibrierten Salzlésung wurde Loeb wahrscheinlich durch die Experimente 
von Ringer u. a. am Herzmuskel geleitet, in welchen der Kalium-Calcium- 
antagonismus deutlich zutage tritt. Auch die nach unserer Meinung — 
wir wollen es gleich hier bemerken — bei der Auffassung des Ionen- 
Antagonismus viel iiberschitzte Bedeutung der Valenz hat wohl dazu 
beigetragen. Man ist allzu leicht geneigt, allgemein in allen Fallen die 
zweiwertigen Kationen als Antagonisten den einwertigen gegeniiber- 
zustellen. Wie dem auch sei, kommt Loeb auf seine oben zitierte Deutung 
der Kaliumwirkung wiederholt zuriick. In einer spaiteren Abhandlung 
iiber die Theorie der antagonistischen Salzwirkungen?) spricht er dieselbe 
Meinung nochmals aus, indem er den Mechanismus der Entgiftung der 
NaCl-Lésung analysiert: ,,Vielleicht reicht in Wirklichkeit fiir diese Zwecke 
das CaCl, aus, waihrend das KCl nur nétig ist, um gewisse sekundare 
schédliche Wirkungen des CaCl, zu beseitigen® (S. 258). 


1) Loeb, Pfliigers Arch. 80, 229, 1900. 
2) Derselbe, ebendaselbst 107, 252, 1905. 
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Andere Forscher, welche sich mit dieser Frage befaBten, haben ein: 
nur insofern abweichende Ansicht ausgesprochen, als sie das Hauptgewichi 
auf den Antagonismus zwischen den Kalium- und Calciumionen legten 
Die Bedeutung der einzelnen Bestandteile eines ternéren Salzgemische 
(insbesondere fiir die Herztétigkeit) faBt Hdber') im folgenden Satze zu 
sammen. ,,In der Hauptsache zeigt sich immer wieder ein Gegensatz 
zwischen Na und K einerseits und Ca andererseits. Dabei ist K der vie! 
stirkere Antagonist des Ca als Na; dem Na-Ion diirfen wir wohl iiberhaupt 
zusammen mit dem Cl mehr die Funktion zuschreiben, bestimmte Grund 
bedingungen fiir den Lésungszustand der organischen Kolloide und zugleich 
einen bestimmten osmotischen Druck der Safte zu gewihrleisten** (S. 688) 
Viele Autoren sind auf eine nahere Analyse der zwischen den Ionen be 
stehenden Wechselbeziehungen iiberhaupt nicht eingegangen und haben 
sich mit dem allgemeinen Hinweis darauf beschriankt, da8 in der Aquili- 
brierten Salzlésung die einzelnen Ionenantagonisten ihre respektiven Gift 
wirkungen gegenseitig aufheben. 

Die bisher iiber die Natur des einfachen aquilibrierten Dreisalz- 
gemisches ausgesprochenen Ansichten kénnen wir also in folgender 
Weise kurz zusammenfassen. Das in reiner Lésung giftige Chlornatrium 
wird durch Calciumionen entgiftet; letztere miissen ihrerseits durch 
Kaliumionen aquilibriert werden, wobei dem Kalium-Calcium-Antago- 
nismus nach einigen Autoren eine untergeordnete, nach anderen aber 
die Hauptrolle zukommt. 


In einer friiheren Untersuchung, die sonst andere Ziele verfolgte 
sind wir unter anderem zu folgendem Ergebnis gelangt, das wir hier 
wortlich anfiihren wollen. ,,Auf den untersuchten Organismus (Fabricia 
sabella Ehr.) ibt das Natriumion zwei verschiedene toxische Wirkungen 
aus, von denen die eine antagonistisch durch das Kalium, die andere 
ganz unabhiangig davon durch das Calcium unterdriickt wird. Zwischen 
dem Kalium und den zweiwertigen Kationen eines gewéhnlichen 
aquilibrierten Gemisches braucht — der herrschenden Meinung zu- 
wider — iiberhaupt kein Antagonismus zu bestehen“*). In diesem 
Falle miissen wir also nicht dem Calcium, sondern dem Natrium eine 
zweiartige Giftigkeit, eine ,{sekundare schadliche Wirkung* zuschreiben, 
welche die Kaliumionen beseitigen sollen. Dieses Resultat steht offenbar 
in schroffem Widerspruch zu der weitgehend verbreiteten Auffassung 
der physiologischen Wechselwirkungen von Ionen in Gemischen 
Haben wir es hier mit einer sonderbaren Ausnahme zu tun, oder mul} 
eben diese Auffassung einer tiefgreifenden Revision unterliegen ‘ 
Dariiber kénnen nur planmaBig angestellte Versuche entscheiden 
Es soll die Frage entschieden werden: Besitzt das Natrium- oder das 
Calciumsalz eine sekundare Giftigkeit, welche die Beteiligung eines 


1) Hoéber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe II, 1924. 
2) Rubinstein, Pfliigers Arch. 214, 1, 1926. 
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dritten Kations, des Kaliums notwendig macht? Mit anderen Worten: 
Worin besteht die physiologische Rolle des Kaliums in den aquilibrierten 


Salzlésungen / 
Methode. 


Es ist von uns am anderen Orte!) gezeigt worden, daB in komplizierten 
aquilibrierten Gemischen (von drei oder mehr Salzen) die antagonistischen 
Abhangigkeiten zwischen je zwei Salzen ebenso genau festgestellt werden 
kénnen, als wenn die betreffenden Salze allein in der Lésung vorhanden 
waren. Die dort geschilderte Methode wurde auch in der vorliegenden 
Untersuchung zu einer genauen Analyse der physiologischen Lonenwechsel- 
wirkungen angewendet. Sie soll hier nur kurz angedeutet werden. 

Diese Methode besteht eigentlich darin, daB bei méglichst verschiedenen 
Konzentrationen des einen Salzes die Konzentrationsschwelle eines anderen 
festgestellt wird, welche unter Konstanterhaltung aller iibrigen Kom- 
ponenten zur Aquilibrierung der Lésung eben ausreicht. Dieses Ver- 
fahren wird nacheinander fiir jedes Salzpaar wiederholt. Als Antagonismus 
wird eine symbathe Abhiangigkeit zwischen den beiden Salzen_ be- 
zeichnet; die entgegengesetzte (antibathe) Abhangigkeit zeugt von einem 
Synergismus ihrer Wirkungen. Bleibt endlich die Konzentrationsschwelle 
des einen Salzes von Verinderungen des anderen unbeeinflubt, so fehlt 
zwischen ihnen die eine wie die andere Beziehungsart. Von|besonderem 
Interesse ist nun der Fall, wo solche in ihrer physiologischen Wirkung von- 
einander vollkommen unabhingige Salze ein drittes aquilibrieren. Es ist 
dies nur unter der fiir die Theorie der ternéren physiologischen Salzlésungen 
iiberaus wichtigen Bedingung mdéglich, daB das letzte Salz eine zweiartige 
Giftigkeit besitzt, welche von den beiden Antagonisten zusammen unter- 
driickt wird. 

Auf diese Weise lassen sich die physiologischen Wechselwirkungen 
der Ionen in Salzlésungen verfolgen und analysieren. Jede beliebige Lebens- 
erscheinung kann dabei als biologischer Indikator und Zeiger einer Aquili- 
brierung der auf dieselbe einwirkenden Ionen dienen. Hier interessieren 
uns allerdings nicht die lonenwirkungen auf irgend eine besondere Spezial- 
funktion, sondern jene fundamentalen Ionenbeziehungen, welche in dem 
gew6hnlichen aquilibrierten Gemisch die Erhaltung der Lebensfahigkeit 
selbst ermdglichen. Als Kriterium einer vollstandigen Agquilibrierung 
wurde daher das Uberleben der Tiere gewahit. Ebenso wie in unseren 
friiheren Untersuchungen wurden diejenigen Lésungen als unschidlich 
anerkannt, in welchen die Versuchstiere wenigstens 16 bis 20 Stunden 
iiberlebten. 

Um aus den in Betracht kommenden Tieren die am meisten geeigneten 
Versuchsobjekte auszuwihlen, haben wir sie einer vorherigen Priifung 
unterworfen. Die erste Bedingung, der sie geniigen sollten, war ein schnelles 
(héchstens nach wenigen Stunden eintretendes) Absterben in der isotonischen 
Chlornatriumlésung, sowie in beliebigen binéren Gemischen (NaC! KC] 
bzw. NaCl + CaCl,). Tiere, bei welchen der Absterbevorgang in reinen 
Salzlésungen oder selbst in einem der binéren Gemische zu langsam vor 
sich geht, sind zum Studium der dritten Salzkomponente wenig geeignet. 
In der ternaéren Na-K-Ca-Lésung, welche die Chloride von Natrium, Kalium 
und Calcium in der gewéhnlichen Proportion enthalt, sollen sie dagegen 


1) le. 
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dauernd am Leben bleiben. Im Falle ihnen noch ein viertes Kation, das 
Magnesium, oder eine bestimmte, ins Alkalische verschobene Reaktion 
erforderlich ware, so wiirde dadurch eine unerwiinschte Komplikation in 
die Veranstaltung und Deutung der Versuche eingefiihrt. Es entsteht 
sodann eine weitere Aufgabe: die Konzentrationsgrenzen festzustellen, 
innerhalb deren jede einzelne Komponente der Salzlésung ohne die Tiere 
zu schadigen variiert werden kann. Diese Grenzen bestimmen zugleich 
das Gebiet, auf dem die eigentliche Untersuchung vorzunehmen ist. 
Nach diesem Plane wurden unsere Versuche im Sommer 1926 in 
Sewastopol an der Biologischen Station der Akademie der Wissenschaften 
ausgefiihrt. Dem Vorstand und dem Personal der Station méchte ich auch 
an dieser Stelle fiir ihr freundliches Entgegenkommen herzlich danken. 
Als Versuchsobjekte wurden nach mehreren Vorversuchen zwei Krebstiere 
Diogenes varians und Porceilanides longimana — sowie eine Triclade — 
Procerodes lobata — gewahlit. Samtliche zu einer Serie gehérigen Versuche 
wurden zu gleicher Zeit angestellt, wodurch die Méglichkeit von Temperatur- 
unterschieden oder sonst irgendwie ungleichartiger Versuchsbedingungen 
vollkommen ausgeschaltet wurde. Zur Herstellung der Salzlésungen wurden 
reinste Priparate der Firmen Kahlbaum und Merck verwendet. 


Versuche an Diogenes. 


Als erstes Versuchsobjekt diente uns der Einsiedlerkrebs Diogenes 
varians Hell., welcher in der Schale der Gastropode Nassa reticulata L. 
lebt. Die Tiere wurden vorsichtig aus der Schale herausgeholt, was nach 
einiger Ubung ziemlich leicht gelang, und zu je zwei in kleine Kristallisier- 
schalen mit der zu priifenden Lésung gesetzt; mit derselben Lésung wurden 
sie vorher sorgfaltig abgespiilt. Aus ihrer Schale entnommene Krebse 
sind sehr kriegerisch. In einem GefaB sich zusammen befindende Tiere 
reiBen einander mit der Schere die Beine aus; bald sieht man sie 
alle stark verstiimmelt. Um solchen Schadigungen vorzubeugen, wurde 
simtlichen Versuchstieren die bewegliche Klaue der groBen Scheere vor- 
sichtig abgeschnitten. Die Weibchen scheinen etwas weniger resistent als 
die Mannchen zu sein; nachdem dies bemerkt wurde, haben wir ausschlieBlich 
die Mannchen fiir unsere Versuche verwendet. Wir haben es ebenfalls 
meistens vermieden, vom Peltogaster paguri angegriffene Tiere zu benutzen, 
obwohl keine Verschiedenheiten den Salzwirkungen gegeniiber zwischen 
solchen und normalen Tieren konstatiert wurden. 


In einer reinen halbmolaren NaCl-Lésung sowie in binéren Lésungen 
von 100 cem m/2 NaCl + 2 cem m/2 KCl bzw. 100 cem m/2 NaCl + 2 cem 
m/2 CaCl, sterben die Krebse im Laufe von wenigen Stunden ab; kein 
einziger ist am néchsten Tage lebendig. In dem ternadren Gemisch von 
100 cem m/2 NaCl + 2cem m/2 KCl + 2cem m/2 CaCl,, welches wir 
abgekiirzt als m/2 Na-K-Ca-Lésung bezeichnen wollen, bleiben dagegen 
die Tiere dauernd am Leben. In einem Versuch lebten sie z. B. in einer 
solchen Lésung iiber 8 Tage (vom 3. bis 11. Juli). Wie Tabelle I zeigt, 
kénnen die Einsiedlerkrebse bedeutende Schwankungen des Calcium- 
gehalts der ternéren Salzlésung gut aushalten. Der Zustand der Tiere ist 
in dieser und in den folgenden Tabellen — falls nicht andere Zeitintervalle 
angegeben werden — am niachsten Tage (16 bis 20 Stunden nach Beginn 
des Versuchs) protokolliert. Die Zeichenerklarung ist iiberall die gleiche: 
4 abgestorben, © lebendig. 
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Tabelle I (Versuch vom 6. Juli). 





Calciumgehalt (com m/2 CaCl.) 
Ausgangslésung neti ionmh 
0.5 2,0 10,0 15,0 20.0 


100 cem m2 NaCl+2ecem m/2 KCl - oO Cc C 


Der Calciumgehalt konnte also in sehr weiten Grenzen variiert werden: 
von 0,5 bis 10,0 Ca pro 100 Na. Bei der geringsten Calciumkonzentration 
(0,5 Ca) befanden sich jedoch die Tiere in einem schlechten Zustande und 
kamen bei anderen schaidlichen Einwirkungen leicht um. In den folgenden 
Versuchen haben wir uns daher auf eine zehnfache Veranderung des relativen 
Calciumgehalts (also von 1,0 bis 10,0 Ca pro 100 Na) beschrankt. 

Die zur Erhaltung des Lebens notwendigen Kaliumkonzentrationen 
liegen in einem viel engeren Intervall. Die Kaliumwirkung ist aus Tabelle I 
ersichtlich. Der in dieser Tabelle vorgelegte Versuch wurde am niachsten 
Tage (bis zum 8. Juli) mit demselben Resultate fortgesetzt; samtliche 
Tiere blieben in den Lésungen, welche 1,0 bis 4,0 cem KCl enthielten, 
auch nach 48 Stunden am -Leben. 


Tabelle II (Versuch vom 6. Juli). 





Kaliumgehalt (ccm m/2 KCl) 
Ausgangslosung peieenieiaitie 
0,5 1,0 2,0 4,0 5.0 


100 cem m/2 NaCl+2cem m2 CaCl. . .- - ’ ( 


Vielfach wiederholte Versuche haben fiir die untere Kaliumschwelle 
auBerordentlich konstante Ergebnisse geliefert. Eine Lésung, welche das 
Chlornatrium in der oben angegebenen Konzentration (m/2) enthalt, 
zeigte sich bei einem relativen Kaliumgehalt von 1,0 K (pro 100 Na) voll- 
kommen unschaédlich, waihrend schon ein zweimal kleinerer Kaliumgehalt 
(0,6 K pro 100 Na) das Absterben saimtlicher Tiere verursachte. In der 
letzten Lésung wurden im ganzen 14 Versuche angestellt; ausnahmslos 
gingen alle Versuchstiere im Laufe von héchstens 16 bis 20 Stunden zu- 
grunde. Eine so scharfe Einstellung der Kaliumschwelle stellt auberst 
giinstige Bedingungen vor, um seine Abhangigkeit vom Calcium zu unter- 
suchen. Das geschah in der Weise, daB man zu gleicher Zeit und unter 
sonst konstanten Bedingungen die Kaliumgrenze bei verschiedenen Kon- 
zentrationen des Calciums ermittelte. Es wurden zu diesem Zwecke sechs 
Versuchsserien ausgefiihrt (am 8., 9., 10., 13., 15. und 16. Juli). Da sie 
absolut identische Resultate geliefert haben, mégen die hier in abgekiirzter 
Form angefiihrten zwei Beispiele (Tabelle ITI und IV) geniigen. Sie haben 
einen strengen Beweis dafiir erbracht, daB die minimale, zur Aquilibrierung 
der Lésung eben ausreichende Kaliummenge vom Calciumgehalt vdllig 
unabhangig ist, mége der letzte selbst eine zehnfache Verstarkung erfahren. 


Tabelle III (Versuch vom 9. Juli). 





Kaliumgehalt (ccm m/2 K Cl) 


Ausgangslésung itn 
0.5 1,0 20 


100 cem m/2 NaCl+ leem m/2 CaCl, . 
100 cem m/2 NaCl+ 10cem m/2 CaCly 
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Tabelle IV (Versuch vom 16. Juli). 





z Kaliumgehalt (com m/2 KCl) 
Ausgangslosung canes aol 
0,6 1,2 


100 cem m/2 
100 cem m/2 NaCl + 10cem m/ 


NaCl + leem m/2 CaCl, 
2 CaCl, 


Somit kann das Kalium nicht als Antagonist des Calciums fungieren, 
sonst wiirde seine zur Aquilibrierung erforderliche Konzentration mit 
derjenigen des Calciums symbath anwachsen. Es bleibt also nur dic 
Méglichkeit einer unmittelbaren antagonistischen Wirkung des Kaliums 
auf das Natrium tibrig. Sie laBt sich auch direkt nachweisen. Die Diogenes 
krebse sind relativ wenig euryhalin, doch kénnen sie eine Verminderung 
der NaCl-Konzentration um die Halfte (von m/2 bis m/4) gut aushalten. 
Eine solche ist fiir unsere Zwecke vollkommen hinreichend. Sie bedingt 
schon eine bedeutende Herabsetzung der Kaliumschwelle, wahrend dieselbe 
durch eine sogar zehnfache Erniedrigung der Calciumkonzentration nicht 
verschoben werden konnte. Aus einer Reihe ganz gleichartig ausfallender 
Versuche (vom 9., 10., 13., 15. und 16. Juli) sei hier nur ein Beispiel aus 


gewahlt (s. Tabelle V). 


Tabelle V (Versuch vom 13. Juli). 





Kaliumgehalt (ccm m/2 KCl) 
Ausgangslosung aiaen iceaneigietieniiee 


100 cem m/2 NaCl+ 10 cem m/2 CaCl, . 
100 cem m/2 NaCl+ leem m2 CaCl, . 
100 cem m/4 NaCl+ tlcem m2 CaCl, . 


Kalium und Calciumionen sind also keine Antagonisten. Sie kénnen 
aber auch nicht als Synergisten wirken und ihre natriumentgiftenden 
Wirkungen summieren, denn in diesem Falle ware bei einem gréBeren 
Calciumgehalt entsprechend weniger Kalium zur Aquilibrierung des Natriums 
und Ausgleichung seiner Giftigkeit erforderlich; der Mangel an einem Ion 
wiirde durch den Uberschu8 des anderen kompensiert. Somit wirken 
Kalium und Calcium als Antagonisten des Natriums vollkommen un- 
abhangig voneinander, indem sie zwei verschiedene Komponenten der 
Natriumgiftigkeit unterdriicken. 


In diesen Versuchen tritt die physiologische Bedeutung des Kaliums, 
als eines Antagonisten der ,,sekundaren schadlichen Wirkung* des Natriums, 
deutlich zutage. Wir wollen aber die Ionenbeziehungen weiter verfolgen, 
um auch die andere Seite der Abhangigkeit aufzuklaren. Welche Ionen 
sind namlich Antagonisten des Kaliums selbst? Diese Frage laBt sich 
durch die Untersuchung der oberen Kaliumgrenze entscheiden, also der 
jenigen maximalen Konzentration der Kaliumionen, nach deren Uber- 
schreitung schon ihre eigene Giftigkeit hervortritt. Es wurde schon daraui 
hingewiesen, daB die Kaliumkonzentrationen, welche das Leben unseres 
Einsiedlerkrebses nicht vernichten, in einem ziemlich engen Interval! 
liegen, namlich zwischen 1 und 4 KCl pro 100 NaCl + 2 CaCl, (s. Tabelle II). 
Die obere Kaliumgrenze ist dabei nicht weniger scharf als die untere 
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definiert. Schon bei 5K (pro 100 Na) sterben saimtliche Tiere ab; kein 
einziges lebte in einer solchen Lésung bis zum niachsten Tage, obwohl der 
Versuch zehnmal wiederholt wurde. In den folgenden Versuchen haben 
wir jedoch die Konzentrationen etwas weniger fein abgestuft, und zwar 
als héchste subletale Kaliumkonzentration 3,0 bzw. 3,5 K (pro 100 Na) 
verwendet, da bei 4,0 K die Lésung gelegentlich schon schadlich wirkte 
und das Absterben eines Teiles der Versuchstiere verursachen konnte. 

Wiederholte Versuche haben gezeigt, daB auch die obere Kalium- 
grenze in keiner Abhangigkeit vom Calciumgehalt steht. Die Kaliumionen 
kénnen ebensowenig durch Calciumionen entgiftet werden, wie sie auch 
selbst unfaihig sind, den letzteren entgegenzuwirken. Die Natrium- 
konzentration iibt dagegen auf die obere Kaliumgrenze einen starken 
EinfluB aus, indem ihre Veraénderungen eine symbathe Verschiebung 
derselben hervorrufen; der Antagonismus von Natrium und Kalium ist 
also ein gegenseitiger. Unsere Versuche, von denen hier zwei Beispiele 
angefiihrt werden (s. Tabelle VI und VII), zeigen diese Verhiltnisse mit 
derselben geradezu schematischen Klarheit. 


Tabelle VI (Versuch vom 13. Juli). 





Kaliumgehalt (ccm m/2 KCl) 
Ausgangslosung 


3.5 7) 


100 cem m/2 NaCl+ 10cem m/2 CaCly 


100 cem m/2 NaCl+ leem m/2 CaCl, 


Tabelle VII (Versuch vom 15. Juli). 





Kaliumgehalt (com m/2 KCl) 


Ausgangslésung 
2,0 3.0 5,0 


100 cem m/2 NaCl+ 10cem m/2 CaCl, . 


100 cem m/2 NaCl+ tlcem m/2 CaCl, . 
100 cem m/4 NaCl+ leem m/2 CaCl, . 


Zwecks einer definitiven Priifung aller festgestellten Beziehungen 
wurden zwei Kontrollserien ausgefiihrt. Sie geben ein vollistandiges Bild 
der Kaliumgrenzen einer fiir Diogenes dquilibrierten Salzlésung in ihrer 
Abhangigkeit von der Natrium- und Caleiumkonzentration (s. Tabelle VITT). 


Tabelle VIIT (Versuch vom 16. Juli). 





Kaliumgehalt (com m/2 K Cl) 
Ausgangslosung < . 
0,5 0,6 


100 cem m2 NaCl + 10 cem m2 CaCl, 
100 cem m/2 NaCl+ 1leem m/2 CaCl, 


100 cem m/4 NaCl+ 1 cem m/2 CaCl, 
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Versuche an Porcellanides, 


Nach einem ahnlichen Plane wie an Diogenes haben wir auch die 
experimentelle Untersuchung eines anderen dekapoden Krebses des 
Porcellanides longimana Czern. — durchgefiihrt. In unseren Versuchen an 
Diogenes wurde die Konzentration der Lésungen zwischen m/4 und m/2 
variiert; die Porcellaniden halten aber schon eine m/2 Lésung nicht aus. 
Fiir diese sehr stenohalinen Tiere wurden ausschlieBlich m/4 Lésungen 
verwendet, deren Salzgehalt demjenigen ihres gewéhnlichen Milieus an- 
nihernd gleich ist. Im Sehwarzen Meere, in der Nahe von Sewastopol, 
betragt ja die Salinitaét in der oberflachlichen Wasserschicht etwa 18 g 
pro Liter, was ungefahr einer 0,3 mol. NaCl-Lésung entspricht ; doch wurde 
eine ganz genaue Isotonie nicht angestrebt. 

In der aquilibrierten 0,25 mol. Na- K-Ca-Lésung bleiben die Porcellaniden 
dauernd am Leben, gehen aber in allen binéren Gemischen (NaCl + KCl 
sowie NaCl + CaCl,) duBerst schnell (in wenigen Stunden oder selbst 
Minuten) zugrunde. Nicht nur die Konzentration des Natriumchlorids, 
von welchem die Gesamtkonzentration der Lésung abhangt, sondern auch 
der Kalium- und Calciumgehalt kénnen nur ziemlich wenig verandert 
werden. Die Lebensgrenzen der Porcellaniden wurden fiir jede Komponente 
der ternéren Salzlésung in derselben Weise festgestellt, wie dies bei Diogenes 
geschah. Wir werden daher auf diese Vorversuche nicht naher eingehen; 
nur die Resultate sollen hier kurz mitgeteilt werden. 

Die Calciumschwelle war merkbar héher als bei Diogenes; bei einem 
relativen Gehalt von 1 Ca pro 100 NaCl + 2 KC! blieb die Aquilibrierung 
aus und die Lésung erwies sich als stark giftig. Nur mit 1,5 Ca lieB sich in 
den meisten Fallen und mit 2Ca ausnahmslos eine vollstandige Aquili- 
brierung erzielen. Zugleich war die obere Calciumgrenze stark herabgesetzt ; 
bei 5 oder 6 Ca blieb die Lésung noch vollkommen normal, aber schon bei 
8 bis 10Ca (pro 100 Na + 2K) zeigte sich die schadliche Wirkung des 
Calciumiiberschusses. Die Tiere lebten allerdings in einer solchen Lésung 
meistens wihrend 24 Stunden oder etwas dariiber, wurden aber deutlich 
gelihmt und kamen zuletzt um. Der relative Calciumgehalt konnte also 
bei unseren Versuchen nur von 1,5 bzw. 2,0 bis 6 Ca, also héchstens um 
das Vierfache vergréBert werden. Da aber div untere Kaliumschwelle sich 
mit groBer Genauigkeit feststellen lieB, ko . wir uns bei ihrer Unter- 
suchung mit dieser eingeschrankten Amplitude der Konzentrationsainderung 
des Calciums begniigen. Es wurde auch in diesem Falle der Beweis erbracht, 
das die zur Aquilibrierung der Salzlésung notwendige Kaliumkonzentration 
vom jeweiligen Calciumgehalt véllig unbeeinfluBt bleibt. Die Ergebnisse 
von drei Versuchen, weiche in Tabelle IX zusammengestellt sind, lassen 


Tabelle IX. 





Versuch vom 





Lésung Lpieenculaiaeniedliporadiniirine 

27. Vil. 28. VI. 31. VII. 
100 cem NaCl + 2cem CaCl, +0,5cem KCl. . - + + 
100 com NaCl1+ 2cem CaClg+1,0cem KCl. . Cc C © 
100 cem NaCl1+6ecem CaCl +0,5cem KCl. . - a aa 
100 cem NaCl+ 6 cem CaCl, + 1,0cem KCI . C Cc oO 
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diese Unabhangigkeit der Kaliumschwelle deutlich hervortreten. Die 
abgekiirzten schematischen Bezeichnungen (+ und ©) behalten in dieser 
und den folgenden Tabellen ihre friihere Bedeutung. Da siamtliche Salze 
hier ausschlieBlich in einer m ‘4 Lésung verwendet wurden, sind die Angaben 
der Konzentration weggelassen und nur die Mischungsverhaltnisse an- 
gegeben. 

Eine so gute Reproduzierbarkeit der Resultate, wie sie aus dieser 
Tabelle ersichtlich ist, hat uns dazu veranlaBt, eine noch genauere Be- 
stimmung der Kaliumgrenze zu versuchen. Das ist uns tatsachlich in zwei 
Versuchen (einer von ihnen ist in Tabelle X angefiihrt) gelungen. Sie 
zeigen, daB eine dreifache Erhéhung der Calciumkonzentration nicht 
imstande ist, die Kaliumschwelle in der aquilibrierten Lésung sogar um 
50 Proz. zu verschieben. 


Tabelle X (Versuch vom 1. August). 





Kaliumgehalt (com m/4 K Cl) 


Ausgangslosung imei - 
0,5 0,75 
100 cem NaCl + 2 cem SN eg de eve eA + C 
100 cem NaCl+6ecem CaCl . .......-. t 
Das Gegenstiick zu diesen Versuchen bildet der — allerdings nicht 
mit derselben Prazision — erbrachte experimentelle Beweis dafiir, daB 


auch die Calciumschwelle ihrerseits in keiner Abhangigkeit von,der Kalium- 
konzentration steht. Von den dreimal mit demselben Ergebnis wieder- 
holten Versuchen (vom 26., 27. und 28. Juli) ist der eine in Tabelle XI 
angefiihrt. Somit sind die zur Herstellung einer physiologisch aquilibrierten 
Lésung erforderlichen Kalium- und*+Calciummengen vd6llig unabhangig 
voneinander. Die Kaliumionen sind ebensowenig dazu bestimmt, eine 
toxische Wirkung der Calciumionen zu beseitigen, wie auch die letzten 
ihrerseits nicht zur Ausgleichung der Kaliumwirkung dienen. Es besteht 
zwischen den beiden Ionenarten weder Antagonismus noch Synergismus. 
Ihre Bedeutung in der aquilibrierten Salzlésung soll in der Wechselwirkung 
eines jeden von ihnen mit den Natriumionen seine Erklérung finden. 


Tnbelle XI (Versuch vom 28. Juli). 





Calciumgehalt (com m4 CaCl,) 


Ausgangslosung 
1,0 2,0 
100 cem NaCl+i1lecem KCl .......2... t ( 
100 com NaCl +S8eem KCl. .......e-. + ( 


Zum Schlu8 wurde noch die obere Kaliumgrenze untersucht. Tabelle XII 
gibt einen Versuch wieder, ein anderer (vom 30. Juli) hat Ahnliche Resultate 
ergeben. Sie scheinen auf eine symbathe Beziehung zwischen der 
oberen Kaliumgrenze und dem Calciumgehalt hinzuweisen. Im Gegensatz 
zu dem, was fiir Diogenes festgestellt wurde, wire es also hier méglich, 
wenigstens den KaliumiiberschuB durch Calciumionen teilweise zu entgiften. 
Die Versuche waren jedoch nicht zahlreich und eindeutig genug, um diese 
Ergebnisse als endgiiltig betrachten zu kénnen. 
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Tabelle XII (Versuch vom 29. Juli). 





Kaliumgehalt (ccm m/4 K Cl) 


Ausgangslésung 


3,0 4,0 5.0 


100 cem NaCl + 2 cem CaCl, . 
100 cem NaCl + 6 cem CaCly . 


Versuche an Procerodes. 


Bei unserem dritten Versuchsobjekt der Turbellarie Procerodes 
(Gunda) lobata D. Schm. (Triclade) — tritt die Entgiftungsschwelle nicht 
so scharf, wie bei den untersuchten Krebstieren, hervor. Dementsprechend 
kénnen die Versuchsdaten nicht immer durch einfache schematische Zeichen 
(lebendig, tot) ausgedriickt werden, wie das bisher geschah. Es kommt 
namlich oft vor, daB nur ein gewisser Prozentsatz der Tiere iiberlebt, oder 
daB zugleich ihre Beweglichkeit mehr oder minder stark beeintrachtigt 
wird. Die sehr breite Amplitude der Konzentrationsinderungen, die von 
den Tieren ertragen werden kann, verleiht jedoch den Versuchsergebnissen 
eine geniigende Zuverlassigkeit. 

Procerodes ist sehr euryhalin und halt bedeutende Schwankungen des 
gesamten Salzgehalts aus. Hat die urspriingliche aquilibrierte Lésung eine 
m/4 Konzentration, so wird noch eine acht- bis zehnmal schwachere Lésung 
(1/59 mol. bis !/s9 mol.) von den Tieren gut vertragen. Es interessieren uns 
hier an erster Stelle die Beziehungen, welche zwischen den Kalium- und 
Calciumionen bestehen, wobei die Natriumkonzentration zuerst unverandert 
bleiben soll. Die Unentbehrlichkeit beider Antagonisten zur Entgiftung 
einer m/4 NaCl-Lésung wird durch folgende Tabelle (Tabelle XII1) veran- 
schaulicht. Fiir jeden Einzelversuch werden je zehn Exemplare von 
Procerodes verwendet. 


Tabelle XIII (Versuch vom 24. Juli). 





Lésung Zustand der Tiere (much 15 Stunden) 


m/ANaCl . .. es 6 hate Mite leo Abgestorben, (schon nach wenigen Min.) 

100 cem m/4 NaCl + 2cem m/4 CaCl, - 

100 cem m/4 NaCl + 2 cem m/4 KCl - 

m/4 Na-K-Ca-Loisung “age Alle lebendig. Kriechen am Beden des 
GefaBes (jedoch nicht so lebhaft wie 
im Seewasser) 


Nachdem die Konzentrationsgrenzen von Kalium und Calcium in de: 
aquilibrierten Lésung bestimmt wurden, konnten wir die Frage nach den 
physiologischen Abhangigkeiten zwischen diesen beiden Kationen in Angrifi 
nehmen. In drei Versuchsserien (vom 26., 27. und 28. Juli) haben wir den 
EinfluB einer zehnfachen Verstaérkung der KCl-Konzentration auf die 
Calciumschwelle untersucht. Eine solche Verainderung des Kaliumgehalts 
konnte keine irgendwie merkliche Verschiebung des zur Aquilibrierung 
erforderlichen Calciumminimums verursachen. Als Beispiel sei ein Versuc! 
angefiihrt (s. Tabelle XIV); die beiden anderen haben ahnliche Resultate 
ergeben. Es soll jedoch bemerkt werden, daB bei Procerodes die Kon 
zentrationsgrenzen nicht absolut konstant bleiben und daher nur in einer 
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Tabelle XIV (Versuch vom 27. Juli). 





Calciumgehalt Ausgangslésung 


(com m/4CaClz) 100 com m/4 NaCl +1 com m4 KCl | 100cem NaCl + l0ccm KCl 


Alle abgestorben Alle abgestorben 

Bei etwa drei Tieren werden Etwa bei der Halfte sind Kon- 
am nachsten Tage schwache traktionen bemerkbar 
Kontraktionen bemerkbar ; 
andere (7) sind unbeweglich 

Mehrzahl lebendig. Schwache Alle lebendig. Kriechen spontan 
Bewegungen werden auf oder auf Reizung hin am 
iubere Reizung hin oder Boden des Gefabes 
auch spontan gemacht 


und derselben Versuchsserie gewonnene Daten vd6llig miteinander ver- 
gleichbar sind. 

Gleicherweise wurde auch die untere Kaliumgrenze untersucht. Wie 
aus Tabelle XV zu ersehen ist, iiben auf dieselbe Verainderungen des Calcium- 
gehalts gar keinen Einflu®B aus, wahrend dagegen eine Erniedrigung 
der Natriumkonzentration eine symbathe Verschiebung der Kalium- 
schwelle hervorruft. Es besteht also auch in diesem Falle kein Antagonismus 
zwischen den Kalium- und Calciumionen einer Aquilibrierten Salzlésung. 
Die Kaliumionen wirken als selbstandige, vom Calcium vdéllig unabhangige 
Antagonisten einer Komponente der Natriumgiftigkeit. 


Tabelle XV (Versuch vom 31. Juli). 





Ausgangslésung 


100 com m/4 NaCl 100 com m/4 NaCl 100 com m/8 Na Cl 
+10 ccm m/4 CaCl, +2ccm m/4 CaCl, +2ecm m/4CaCl, 


Kalium- 


gehalt (ccm 
m/4K Cl) 


— ° Abgestorben 
Abgestorben Abgestorben Alle lebendig. Kriechyn, 
die einen spontan, die 
anderen auf aubere 
Reizung hin 
Abgestorben Abgestorben Alle kriechen umher - 
spontan oder auf 
iuBere Reizung hin 
Inbeweglich. Bei einigen | Unbeweglich. Bei einigen 
Tieren treten auf  Tieren schwache Reak- 
mechanische Reizung tion auf mechanische 
schwache Reaktionen Reizung 
ein 


Ergebnisse. 

Alle Organismen, die von uns einer vergleichend physiologischen 
Untersuchung unterworfen wurden, haben in ihren Grundziigen auBerst 
gleichartige Resultate ergeben. Bei zwei Krebstieren (Diogenes varians 
Hell. und Porcellanides longimana Czern.), einer Turbellarie ( Procerodes 
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lobata D. Schm.), sowie der von uns friiher untersuchten Polychat: 
(Fabricia sabella Ehr.), wurden vollkommen identische Beziehungen 
zwischen den Ionen der ternaren Salzlésung festgestellt ; keine einzige Aus- 
nahme ist uns in unseren Versuchen begegnet. Wir glauben uns daher 
schon jetzt berechtigt, diesen Beziehungen eine ganz allgemeine Be- 
deutung zuzuschreiben und die im Anfang dieser Arbeit gestellte Frage 
in folgender Weise zu beantworten. 

Das Natriumchlorid bzw. das Natriumion iibt auf die lebendigen 
Organismen zweierlei toxische Wirkungen aus. Die eine von ihnen wird 
durch Calcium-, die andere — ganz unabhdngig davon — durch Kalium- 
ionen unterdriickt. Dem Kalium kommt also die Aufgabe zu, die ,,sekunddre 
schiidliche Wirkung* nicht des Calciums — wie Loeb es meinte —, sondern 
des Natriums zu beseitigen. Darauf ist seine Bedeutung in den zur Er- 
haltung des Lebens notwendigen aquilibrierten Salzlésungen zuriick- 
zufiihren. Das Natriumchlorid ist in dem auBeren sowie inneren Lebens- 
milieu der meisten Organismen in einer Konzentration enthalten. 
welche zu seiner Entgiftung die Anwesenheit seiner beiden Antagonisten 
durchaus unentbehrlich macht. Die universelle biologische Bedeutung 
des terniiren Salzgemisches, der physiologisch dquilibrierten Na- K-Ca- 
Lésung, ist also durch die zweiartige Giftigkeit des Chlornatriums bedingt 

Es sei hier ausdriicklich hervorgehoben, daB diese zweiartige 
Wirkungsweise des Natriums ausschlieBlich seine Giftwirkung anbetrifft. 
Auch die physiologische Rolle des Kaliums soll keineswegs in allen 
Fallen auf eine partielle Beseitigung der Natriumgiftigkeit beschrankt 
werden. Bei der Einwirkung der Ionen auf andere biologische Prozesse, 
insbesondere die Erregbarkeit, kénnen Kaliumionen als Antagonisten 
auch dem Calcium entgegenwirken. Eine gegenseitige Aquilibrierung 
von Kalium und Calcium tritt z. B. bei ihrer Wirkung auf die Herz- 
tatigkeit deutlich hervor. Auch auf unsere eigenen Versuche iiber die 
antagonistischen Ionenbeziehungen bei der Kaliumstarre (bei Fabricia) 
kénnen wir verweisen. 

Wie ist es nun zu erklaren, da8 Beziehungen von einer so all- 
gemeinen Giiltigkeit nicht anerkannt wurden und bisher unbeachtet 
blieben? Es fehlte allerdings nicht ganz an Beobachtungen, die als 
Wegweiser dienen konnten. In seinen beriihmten Versuchen an Fundulus 
hat nimlich Loeb die Méglichkeit festgestellt, die Giftigkeit einer letalen 
Chlorkaliumlésung durch Natrium-'), sowie durch Calciumsalze*) zu 
beseitigen, wobei ,,die héchste Konzentration von KCl, die durch 
CaCl, entgiftet werden kann, identisch ist mit der héchsten Kon- 
zentration von KCl, die noch durch NaCl entgiftet werden kann, 


1) Loeb, diese Zeitschr. 31, 450, 1911. 
2) Derselbe, ebendaselbst 32, 308, 1911. 
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nimlich 6,6cem m/2 KCl in 100 cem der Lésung. Diese Zahl bleibt 
auch das Maximum, wenn man beide Stoffe, CaCl, und NaCl, gleich- 
zeitig zur Entgiftung zufiigt’‘ (S. 322). Indem er diese Versuche zitiert, 
betont auch Bayliss als eine héchst bemerkenswerte Erscheinung, daB 
bei der Kaliumentgiftung durch Calcium wie durch Natrium ,,the 
antagonism is limited and the interesting point about the fact is that the 
limit is the same‘‘'). Ganz anders verhalten sich aber die Antagonisten 
bei der Entgiftung des Natriums. ,,Wir stieBen dabei zuniachst“, sagt 
Loeb), ,,auf die merkwiirdige Tatsache, daB KCl nur dann imstande ist 
eine entgiftende Wirkung auf NaCl auszuiiben, solange die Konzentration 
von NaCl °/, mol. nicht iibersteigt; KCl unterscheidet sich in dieser 
Hinsicht von CaCl,, das*) auch NaCl-Lésungen von héherer Kon- 
zentration als */, mol., nimlich selbst */, mol., zu entgiften imstande 
ist’ (S. 482). 

Im Lichte der hier erreichten Ergebnisse bietet die Deutung dieser 
scheinbar so ritselhaften Resultate keine Schwierigkeiten. Das Kalium 
besitzt eine einfache Giftwirkung. LaBt sie sich durch zwei verschiedene 
Salze unterdriicken, so ist zwischen ihnen ein vollstandiger Synergismus 
zu erwarten, wie es auch bei unseren Versuchen iiber die Kaliumstarre 
der Fall war*). Der eine Antagonist kann dann selbstverstandlich nicht 
mehr als der andere leisten. Anders verhalt es sich mit dem Natrium. 
Seine zweiartige Giftigkeit zeigt sich in den Experimenten von Loeb 
mit einer besonderen Deutlichkeit, da die beiden Komponenten seiner 
toxischen Wirkung hier nicht gleichzeitig hervortreten. Unterhalb 
3/,mol. ist eine NaCl-Lésung fiir Fundulus tiberhaupt unschadlich. 
Oberhalb dieser Konzentrationsschwelle macht sich zuerst (zwischen 
$/,und 1/, oder 5/, mol.) die eine Giftigkeit geltend, die durch Kalium zu 
beseitigen ist. Erst bei einer weiteren Konzentrationssteigerung kommt 
noch ein zweiter Giftigkeitsfaktor hinzu, und wir gelangen dann zum 
gewohnlichen terniren Salzgemisch: ,,Zur vollstandigen Entgiftung 
einer NaCl-Lésung von der Konzentration m/2 oder dariiber ist auBer 
KCl auch der Zusatz von Ca erforderlich’. Es eréffnet sich also hier 
die Méglichkeit, beide Komponenten der toxischen Natriumwirkung 
voneinander zu trennen und die eine von ihnen in einem bestimmten 
Konzentrationsintervall von der anderen zu isolieren. Fiir eine nahere 
Analyse der Natriumgiftigkeit und der Entgiftungsprozesse diirfte 
daher diese von Loeb entdeckte Erscheinung von besonderem Interesse 
sein. Unsere noch unveréffentlichten Beobachtungen lassen uns glauben, 
daB diese Erscheinung nicht vereinzelt dasteht. 


1) Bayliss, Principles of general physiology, 8. 213. London, 1915. 
2) Loeb, diese Zeitschr. 38, 480, 1911. 

3) Bei Anwesenheit von KCl. 

*) Rubinstein, 1. ¢., S. 17. 
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Zusammenfassung. 


1. Auf die verschiedenen von uns untersuchten Tiere (eine Tur- 
bellarie, eine Polychaite, zwei Krebstiere) iibt das Natriumchlorid bzw 
das Na-lon zweierlei toxische Wirkungen aus. 

2. In der gew6hnlichen physiologisch-aquilibrierten ternaren Salz 
lésung (der ,,Na- K-Ca-Lésung*‘) beseitigen die Kaliumionen eine toxische 
Wirkung des Natriums, wihrend die andere von Calciumionen unter- 
driickt wird. Kalium sowie Calcium sind also beide Antagonisten des 
Natriums; ihre entgiftenden Wirkungen sind dabei vollkommen un 
abhangig voneinander und kénnen sich im Gemisch nicht summieren 


3. Infolge der zweiartigen Giftigkeit des Natriums bediirfen alle 
Organismen, deren Gewebe von einer kochsalzhaltigen Fliissigkeit 
umspiilt sind (wie Seewasser und Blutplasma oder Gewebelymphe), 
zugleich der Kalium- und Calciumsalze. Dadurch ist die allgemeine 
Bedeutung der terniren physiologischen Salzlésung zu erklaren. 





Uber die Sensibilisierung hydrophober Kolloide 
durch EiweiSstoffe. 


Von 


N. N. Andrejew. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Bakteriologischen Instituts ,, Pasteur‘ 
zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 8. Januar 1927.) 


Vor dem Erscheinen der Mitteilung von Brossa und Freundlich’), 
in der die Sensibilisierung hydrophober Kolloide durch hydrophile 
EiweiBstoffe behandelt wurde, lagen iiber diesen Gegenstand nur 
vereinzelte unsystematische Beobachtungen vor?). 


Die Verfasser gelangten zu der Uberzeugung, daB dieser Erscheinung 
eine Abnahme der Teilchenladung des hydrophoben Kolloids zugrunde liegt, 
die durch die Einwirkung entgegengesetzt geladener Kolloidionen des 
hydrophilen Kolloids, welche bei gewissen Versuchsbedingungen entstehen 
kénnen, beeinfluBt wird. So wird z. B. eine saure Lésung des kolloiden 
Goldes durch Gelatine und Eiweibstoffe koaguliert und sensibilisiert; in 
schwach alkalischer Lésung wird derselbe Effekt durch Clupeinsulfat 
hervorgerufen, dagegen nicht durch Gelatine. Die Fahigkeit der Eiweii- 
stoffe, positive und negative Sole zu sensibilisieren, wird durch ihre Eigen- 
schaft beeinfluBt, in neutralen Lésungen sowohl Kationen als auch Anionen 
zu enthalten, mit anderen Worten, durch ihren amphoteren Charakter. 
Die bei Sensibilisierung im Gebiet der starken Elektrolytkonzentrationen 
auftretende Peptisationszone ist bei Abwesenheit von EiweiSstoffen nicht 
beobachtet worden, was sich durch die rasche Umwandlung der koagulierten 
Teilchen in grébere Aggregate erklaren lat; dieser Vorgang wird durch 
Einwirkung der EiweiSstoffe gelhemmt. Eben erwahnte RegelmaBigkeiten 
sind an dem System Fe,O,-Sol— Albumin studiert worden. 


1) Brossa und H. Freundlich, Zeitschr. f. physik. Chem. S89, 306, 1915; 
H. Freundlich und Léning, Kaiser Wilhelm-Gesellschaft-Festschrift 1921, 
S. 82. 

2) Henri, Lalon, A. Mayer, Stodel, C. r. de la Soc. de Biol. 55, 1671, 
1903; Friedemann, Miinch. med. Wochenschr. 51, Nr. 11, 1903; Gatin- 
Gruzewska, C. r. de la Soc. de Biol. 58, 698, 1906; Wo. Pauli und Flecker, 
diese Zeitschr. 41, 470, 1912; L. Michaelis und P. Rona, ebendaselbst 2, 
219, 1907; 5, 365, 1907. 

Biochemische Zeitschrift Band 182. 
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Weitere Arbeiten behandeln andere Kolloidpaare : Kongorot — Lecithin! 
Kongorot — Globulin?), immune und normale EiweiBstoffe — Fe,O,-Sol*) usw 
In einigen Fallen ist es schwierig, die Versuchsergebnisse mit dem oben 
skizzierten allgemeinen Schema in Einklang zu bringen. So haben Létisc/, 
und Runge*) u. a. festgestellt, daB die von Brossa untersuchten Sensibili 
sierungserscheinungen bei Kongorot— Globulin von der Wasserstoffionen 
konzentration abhaingen. Arebs*) hat beim Studium der Wechselwirkung 
zwischen einer sauren kolloiden Goldlésung einerseits und EiweiBstof! 
andererseits nicht eine Flockungszone, wie man hatte erwarten kénnen, 
sondern deren zwei aufgefunden. Eine Erklirungsméglichkeit fiir das 
Auftreten der einen findet er durch die Koagulation von EiweiBstoff, welche: 
Coldteilchen in den Niederschlag mit sich reiBt. 


Mein Mitarbeiter A. Rabinerson hat bei der Wechselwirkung 
zwischen Fe,O,-Sol einerseits und Albumin bzw. Globulin andererseits 
gleichfalls zwei Zonen beobachtet. Alle bei Sensibilisierungserscheinungen 
beobachteten Wechselbeziehungen, sowie auch die Bedeutung der 
Wasserstoffionenkonzentration erscheinen vollkommen klar und ver 
standlich, sobald man sie vom Standpunkt der Loebschen Theorie tiber 
den Bau der Verbindungen von EiweiBstoffen mit Elektrolyten be- 
trachtet. 

Nach den Anschauungen von J. Loeb laBt sich das Verhalten der 
EiweiBstoffe in Abhingigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration 
durch folgende Formeln ausdriicken: 


NH, . NH,Cl 
COOH COOH COOH 


Nativer EiweiBstoff. Isoelektrischer EiweiBstoff. Saurer EiweiBst off. 


RN: . 


R< R< 


Nativer, von Elektrolyten befreiter EiweiBstoff erweist sich als 
eine schwach dissoziierte Siure mit kolloiden Anionen. Zusatz von 
stark dissoziierten Sauren ruft die Entstehung von nicht dissoziierten 
EiweiBstoffmolekiilen hervor. Weitere Saiurezugabe fiihrt zur Bildung 
von Eiwei8stoffsalzen, wobei der EiweiBstoff im Kation enthalten ist. 
Rein theoretisch kann man sich vorstellen, daB gerade diese lonen bei 
der Einwirkung der EiweifSstoffe auf Kolloide eine iiberragende Rolle 
spielen werden. Die ausgefiihrten Versuche brachten in der Tat eine 
vollkommene Bestatigung dieser Annahme, wie aus den wiedergegebenen 
Resultaten ersichtlich ist. 


1) W. Beck, diese Zeitschr. 159, 471, 1925. 

2) Brossa, Kolloid-Zeitschr. 32, 107; Reitstotter, Zeitschr. f. Immun 
30, 507, 1920. 

3) Reitstotter, Zeitschr. f. Immun. 30, 468, 1920; H. Freundlich und 
W. Beck, diese Zeitschr. 166, 190, 1925. 

4) G. Ettisch und Runge, Kolloid-Zeitschr. 37, 26, 1925. 

5) Krebs, diese Zeitschr. 159, 311, 1925. 





Sensibilisierung hydrophober Kolloide. 


Versuch 1. 

Es wurden je 2ccem Berlinerblausol (Gehalt: 1 cem 0,0005 g) mit 
HCl enthaltender protalbinsaurer Na-Lésung vermischt. Das Gesamt- 
volamen betrug stets 3ccm (leem Lésung enthalt protalbinsaures Na 
0,0048 g, HCl 0,0078 g). 

Protalbinsaures Na mit HCl 0,050 cem. Keine Koagulation. Gesamtgehalt 

EiweiBstoff 0,00024 g, HCl 3,6 Millimol. 

Protalbinsaures Na mit HCl 0,070 cem. Teilweise koaguliert. Gesamtgehalt 

EiweiBstoff 0,00033 g, HCI 4,8 Millimol. 

Protalbinsaures Na mit HCl 0,10 cem. Vollstandige Koagulation. Gesamt - 
gehalt EiweiBssoff 0,00048 g, HCl 7,3 Millimol. 

Protalbinsaures Na mit HCl 0,50 cem. Vollstandige Koagulation. Gesamt 
gehalt EiweiBstoff 0,00240 g, HCl 36,0 Millimol. 

Protalbinsaures Na mit HCl 1,00 cem. Teilweise koaguliert. Gesamtgehalt 

EiweiBstoff 0,00480 g, HCl 73,0 Millimol. 

Protalbinsaures Na mit HCl 2,00 cem. Keine Koagulation. Gesamtgehalt 

EiweiBstoff 0,00960 g, HCl 146,0 Millimol. 


Die kolloidalen Berlinerblauteilchen sind negativ geladen. Der Eiweib- 
a . + NH,Cl- . 
stoff bildet mit Saéure Ionen von dem Typus R<oogOy° 0,05 ccm der 


oben erwaihnten EiweiSstofflésung enthalten eine zur Koagulation nicht 
ausreichende Menge von Ionen; die vollstandige Flockung beginnt bei 
0,leem Lésung, 2,0cem enthalten so viel positiv geladene Eiweibstoffionen, 
daB sie eine Umladung der Berlinerblauteilchen bewirken. Betrachten wir 
in diesem Versuch die HCl-Konzentration, die zur Berlinerblaukoagulation 
in Gegenwart von Ejiwei®stoff erforderlich ist, so ist ersichtlich, daB die 
HC1-Einwirkung auf Berlinerblausole durch die Anwesenheit von Eiweilb- 
stoff sensibilisiert wird. So koaguliert das Berlinerblausol ohne EiweiSstoff 
von 370 Millimoi HCl an, in Gegenwart aber von 0,00024 ¢ Eiwei®stoff 
(19 Proz. des Gesamtgehalts an Kolloiden in der Lésung) schon von 3,6 Milli- 
mol HCl an. GréBere Mengen von Ejiwei@8stoff rufen ,,Schutzwirkungen* 
hervor und steigern somit die zur Koagulation notwendige HCl-Kon- 
zentration. 
Versuch 2. 

Es wurden je 2 ccm Berlinerblausol (Gehalt: 1 cem 0,0005 g) mit einer 
HCl enthaltenden Albuminlésung vermischt. (Die Konzentration entspricht 
der oben erwaihnten Lésung.) Das Gesamtvolumen der Lésung betrug 
stets 3 ccm. 


Albumin mit HCl 0,0125 em. Keine Koagulation. 
HCl 0,0250 ,, Triibung. 
HCl 0,0500_,, Volistandige Koagulation. 
HCl 0,1000_ ,, - 3 
HCl 0,5000 Teilweise koaguliert. 
HCl 1,000, - o» 
HCl 2,000 Keine Koagulation. 


5* 
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Versuch 3. 

Es wurde je Leem Fe,Q,-Sol mit verschiedenen Mengen 0,1 proz. 
protalbuminsaurer Na-Lésung vermischt. Das Gesamtvolumen der 
Mischungen betrug 2,5 ccm. 

0,1 proz. protalbinsaures Na 0,25 cem. Keine Koagulation. 

“a ts ot Na 0,50 Vollstandige Koagulation. 

0,1 : Na 1.00 Teilweise koaguliert. 

ae ww Na 1,50 Keine Koagulation. 


Versuch 4. 
Fe,O,-Sol und Albumin in denselben Konzentrationen. 
0,1 proz. Albumin 0,25cem. Keine Koagulation. 
ss. ww * 0,50 ,, - os 
0.1 ” st a 99 
0.1 - 1,50 ,, Schwache Triibung. 
1 ‘ss , 0,2 ‘ Starke - 
l = , 0,4 ‘ Vollstandige Koagulation. 
l . |! —_ Teilweise koaguliert. 
I - * _ Keine Koagulation. 


Die kolloidalen Fe,O,-Teilchen sind positiv geladen. Der EiweiBstoft 


- vH, 


bildet Lonen von der Art R<N is No oder R<cod H, je nachdem 


er in protalbinsaurer Na-Lésung oder in Albuminlésung gelést ist. Wie 
im Versuch mit Berlinerblausol, weist die Koagulation auch hier ein Maximum 
auf, iiberdies erfolgt eine durch einen Uberschu8 an EiweiSstoffionen 
hervorgerufene Umladung der Fe,O,-Teilchen. 

Anscheinend ist die von Krebs und Rabinerson beobachtete Koagulation 
von zwei Zonen, die bei der Wechselwirkung zwischen Gold- bzw. Fe,O,-So! 
in Gegenwart von Ejiwei®stoff einerseits und NaCl andererseits auftritt, 
ebenfalls auf die Gegenwart von Eiwei®stoffionen zuriickzufiihren. Eine 
Bestatigung dieser Vorstellung liefern die folgenden Versuche. 


Versuch 5. 

Es wurde je leem Fe,O,-Sol mit verschiedenen Mengen Albumin- 
lésung vermischt. Das Gesamtvolumen betrug stets 2,5cem. 1 Stunde 
spiter wurden in die Mischung 0,16 cem NaCl-Lésung hineinpipettiert. 
Die Konzentration derselben betrug nach der Vermischung 95 Millimol. 
0,1 proz. Albumin 0,25cem. Keine Koagulation. 0,16cem NaCl. Teil- 

weise koaguliert. 


0,1 proz. Albumin 0,50 cem. Keine Koagulation. 0,16 cem NaCl. Voll- 
standige Koagulation. 

0,1 proz. Albumin 1,0cem. Keine Koagulation. 0,16 cem NaCl, Unvoll- 
standige Koagulation. 
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0,1 proz. Albumin 1,5 cem. Sehwache Triibung. 0,16 cem NaCl. Teilweise 
koaguliert. 
| proz. Albumin 0,2cem. Teilweise koaguliert. 0,16 ccm NaCl. Keine 

Koagulation. 
| proz. Albumin 0,4ccm. Vollstaéndige Koagulation. 0,16cem NaCl. 

Vollstandige Koagulation. 

1 proz. Albumin 0,5cem. Teilweise koaguliert. 0,16 ccm NaCl. Teilweise 
koaguliert. 
| proz. Albumin 1,0cem. Keine Koagulation. 0,l6cem NaCl. Keine 
Koagulation. 
Versuch 6. 

Der Versuch unterscheidet sich von dem vorhergehenden nur durch die 
Reihenfolge des Zusatzes. Die Albuminlésung wurde in verschiedenen 
Mengen mit NaCl-Lésung vermischt, das Gesamtvolumen ausgeglichen und 
alsdann Fe,O,-Lésung hinzugefiigt. 

0,1 proz. Albumin 0,25 cem. Teilweise koaguliert. 

Gl. - 0,5 Vollstandige Koagulation. 
Ss «@ - 1,0 . a 99 

Gd - ws ; Mi -; Teilweise koaguliert. 

] “ 0,2 Triibung. 


l - 04 =, Keine Koagulation. 
l - ” OR. ws 9 “ 
] 


%” 10 i» ”» % 


Im Versuch 5 enthalt der native Eiwei®stoff als schwach dissoziierte 


; , N + 
Saure anscheinend eine geringe Menge von R< COO H-Ionen, welche 


durch die Einwirkung der im Fe,O,-Sol befindlichen HC! noch verkleinert 
wird, und die Koagulation beginnt erst bei 0,4ccem 1 proz. Albumin; weitere 
Zugabe von Albuminlésung unterbricht die Koagulation, weil bei 1 ccm 
Albuminlésung die EiweiSstoffanionenmenge zur Umladung (und infolge- 
dessen zur Peptisation) ausreicht. Zugefiigtes NaCl ergibt, nach Loeb, 
- \f + 
mit dem nativen EiweiSstoff R< aoe Na, ein stark dissoziiertes Salz, 
daher kann das Koagulationsmaximum schon bei 0,5 cem 0,1 proz. Albumin 
beobachtet werden. Der durch 0,4 cem 1 proz. Albumin entstandene Nieder- 
schlag kann aber durch 93 Millimol NaCl nicht aufgelést werden'). Wenn 
aber NaCl (wie im Versuch 6) schon friiher hinzugesetzt war, so bildet sich 
sogleich ein Niederschlag, wenn die Menge der zugefiigten Albuminlésung 


') Die Unldslichkeit der ausgefallenen Niederschlage hangt mit der 
Zeit und Art ihrer Bildung zusammen. Die durch einmalige Zufiigung des 
notwendigen Koagulationsquantums gebildeten Niederschlage lassen sich 
unter gewissen Bedingungen auflésen, wahrend die durch anteilweise 
Zufiigung erhaltene Niederschlige ihre Léslichkeit verlieren. Unldslichkeit 
ist auch dann zu beobachten, wenn die Niederschlige langere Zeit nach 
ihrer Bildung der Wirkung des Lésungsmittels unterworfen werden. Diese 
Erscheinung wird gegenwartig in meinem Laboratorium eingehend unter- 
sucht. 
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Das 


auf 


0,5 com betragt, der zweite Niederschlag bei 0,4 eem 1 proz. Albuminlésung 
bleibt véllig aus, der in der Lésung vorhandenen lIonenkonzentration ent- 
sprechend., 


lésung verschiedener Konzentrationen vermischt und der Mischung KC! 
Lésung derart beigefiigt, das seine Konzentration in den Gemischen 
75 Millimol betrug. Das Gesamtvolumen der Mischungen belief sich stets 
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Vom hier besprochenen Standpunkte aus kann die Sensibilisierung 


bei der Behandlung negativer Sole mit den nativen EiweiBstoffen nicht 
stattfinden. Der Eiweifbstoff kann ohne Saurezusatz keine Eiwei®stoft.- 
kationen bilden und keine Umladung negativer Kolloidteilchen hervorrufen 


Verschwinden der Sensibilisierungserscheinung bei Globulin und 


Kongorot im py-Gebiet 6,9 bis 7,1 bestatigt, wie aus den Versuchen von 
Ettisch und Runge*), sowie aus der Untersuchung von A. Rabinerson®) mit 
Ag-Sol und Eiwei®stoffen, in der nur Schutzwirkungen beobachtet wurden. 
leicht ersichtlich ist, die oben erwahnte VorStellung; eine Stiitze bieten auch 
die Ergebnisse des Versuchs 7 mit Berlinerblausol und Albumin. 


Versuch 7. 


Es wurden je 1 cem Berlinerblausol (0,001 g in leem) mit Albumin. 


2 ccm. 
























Prozentgehalt des Albumins auf 
den Gesamtgehalt der Kolloide Koagulation 
in Mischung bezogen 


2) A. Rabinerson, ebendaselbst 39, 112. 










20 Keine Koagulation 


9 Sehr schwache Koagulation 

4,7 Schwache Koagulation 

2.4 Nicht vollstandige Koagulation 

1 Nicht vollstandige Koagulation (starker als die 
vorhergehende ) 

05 Fast vollstandige Koagulation 

0,25 Vollstindige Koagulation 


Wie aus den Versuchen zu ersehen ist, beeinflussen 75 Millimol KC] 


eine vollstaindige Koagulation von Berlinerblau ohne Albuminzusatz: 
0,25 Proz. Albumin, auf den Gesamtgehalt der in Lésung befindlichen 
Kolloide bezogen, bewirken eine Veriinderung des Koagulationsgrades 
welche unter gewéhnlichen Bedingungen nicht beobachtet werden 
kann. Starkere Albuminkonzentrationen erniedrigen den Koagulations- 
grad, d.h. sie erhéhen die Bestindigkeit des Berlinerblausols oder 


, schiitzen“* es. 


Somit fiihren die Angaben in der Literatur und die beschriebenen 


Versuche zu folgenden Schliissen: 


1. Der native Eiwei8stoff enthalt nur EiweiBstoffanionen, die in 


gewissen Konzentrationen eine Koagulation positiv geladener Sole 


1) G. Ettisch und Runge, Kolloid-Zeitschr. 87, 26, 1925. 
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hervorrufen. In kleineren Konzentrationen sensibilisieren die EiweiBb- 
stoffanionen das Kolloid zu Neutralsalzen, weil letztere eine Bildung 
gréBerer Mengen dieser Anionen hervorrufen, da die Eiweibstoffsalze 
starker dissoziiert sind als EiweiSstoffe in Form von Sauren. In starkeren 
Konzentrationen laden sie das Kolloid um und verleihen ihm eine 
gréBere Bestandigkeit (Schutzwirkung). 

2. Der native EiweiSstoff ruft keine Flockung und keine Sensi- 
bilisierung der negativ geladenen Kolloide hervor, weil er nur EiweiB- 
stoffanionen enthalt. Falls er im nétigen UberschuB hinzugefiigt ist, 
so kann er, dank seiner stark adsorbierbaren Anionen, die Bestandigkeit 
der gleichnamig geladenen Sole erhéhen (Schutzwirkung). 

3. Angesauerter EiweiSstoff enthalt EiweiBstoffkationen, weil er in 
gewissen Konzentrationen koagulierend und in starkstem Grade um- 
ladend auf die negativen Sole wirkt. 





Die Rolle der Begleitstoffe bei der Immunisierung 
mit Peroxydasepraparaten. 


Von 
A. Samysslow. 


(Aus dem Biochemischen Institut und der Biochemischen Abteilung des 
Staatlichen Instituts fiir experimentelle Veterinirie in Moskau.) 


(Eingegangen am 8. Januar 1927.) 


Die Frage danach, ob die Fermente als solche antigene Eigen. 
schaften besitzen, ist noch immer ungeklart. 

Die meisten Forscher sind der Meinung, daB es keine Antifermente 
im eigentlichen Sinne des Wortes gibt. 


So ist z. B. Bayliss (1) geneigt, die hemmende Wirkung des Serums 
nach der Behandlung von Tieren mit Fermentflissigkeit entweder Versuchs- 
fehlern oder unzureichender Reinigung des Ferments von EiweiBstoffen 
zuzuschreiben. Zu derselben Ansicht gelangten spater Abderhalden und 
Wertheimer (2), Liiers und Albrecht (3), Knaffl-Lenz (4), wie auch A. Bach 
und seine Mitarbeiter (5) (6). In vorliegender Arbeit wird iiber die Fort- 
setzung einer Reihe von Untersuchungen berichtet, die in dieser Richtung 
im Biochemischen Institut ausgefiihrt wurden. 

Bach und Mitarbeiter erkliren die von ihnen beobachtete Tatsache. 
daB enzymologisch unspezifische Fermente je nach der Herkunft 
streng spezifische Sera liefern kénnen, durch die Anahme, daB als 
Antigen nicht das aktive Fermentmolekiil, sondern die mit ihm ver- 
gesellschafteten Begleitstoffe fungieren. Im MaBe der Befreiung von 
diesen Begleitstoffen miiBte das Ferment seine antigenen Eigenschaften 
allmahlich einbiiBen. Diese Voraussetzung wurde in gewissem Mabe an 
der Hand von Immunisierungsversuchen mit Invertasepraparaten 
nachgewiesen (5). Durch geeignete Reinigung von Hefenautolysesaft 
gelang es, die antigene Fihigkeit des Priparats bedeutend herab- 
zusetzen, ohne die Fermentaktivitaét zu beeintrichtigen. Aus Nach.- 
stehendem geht hervor, daB ein anderes Ferment, die Peroxydase aus 
Meerrettich, durch ahnliche Reinigung seiner antigenen Eigenschaften 
vollstandig beraubt werden konnte. Weiterhin wurde sowohl im ersteren 
wie auch im letzteren Falle festgestellt, daB die Inaktivierung des 





A. Samysslow: Immunisierung mit Peroxydasepraéparaten. 73 
: x ) 


Ferments durch Erhitzen keine Verringerung der antigenen Wirkung 
der Fermentfliissigkeit zur Folge hat. Dieser Umstand bestatigt eben- 
falls, daB die antigenen Eigenschaften der Fermentfliissigkeit nicht 
dem aktiven Enzym, sondern eiweiBartigen, oder, allgemeiner, kolloiden 
Begleitstoffen (Willsidtters ,,Kolloidtriger‘) zuakommen. Die Versuche 
ergaben weiter, daB Immunsera, die durch Immunisierung mit nicht 
gereinigter und gekochter Fermentfliissigkeit erhalten wurden, weder 
auf das nichtgereinigte, noch auf das gereinigte Ferment einwirken. 

In vorliegender Arbeit wurde die antifermentative Wirkung der 
Immunsera mittels zweier Verfahren untersucht. Nach dem ersten 
wurde die hemmende Wirkung der Immunsera in Lésung bestimmt; 
das zweite diente zur Ermittlung der Bindungsfahigkeit der Immunsera 
gegeniiber dem Ferment. Die negativen Resultate der Immunisierung 
mit gereinigten Fermentpraparaten bestatigen nochmals die in friiheren 
Arbeiten (5, 6) ausgesprochene Annahme, daB die hemmende Wirkung 
der Immunsera sekundirer Natur sei und darin bestehe, daB das Ferment 
in den beim Zusammentreffen von Antigen und Antikérper sich 
bildenden Komplex mitgerissen und dadurch teilweise inaktiviert werde. 


In keinem Falle la8t sich die hemmende Wirkung durch Verschieden- 
heiten in der Wasserstoffionenkonzentration erklaren, denn alle Versuche 
wurden in Pufferlésungen ausgefiihrt. Letzterer Umstand, ist offenbar 
dem Referenten der Kolloid-Zcitschrift (7) entgangen. 


Allgemeine Methodik. 


Als Versuchstiere wurden im ganzen 12 Kaninchen verwendet. Das 
Antigen wurde in Intervallen von 5 bis 6 Tagen in einer Menge von | ecm 
pro Kilogramm Kérpergewicht in die Ohrvene der Tiere eingefiihrt. Jedes 
Kaninchen erhielt fiinf bis sechs Injektionen. Zur Untersuchung der anti- 
fermentativen Eigenschaften der Sera dienten folgende zwei Verfahren. 

Erstes Verfahren: lecm auf das Zehnfache verdiinnten Serums + 1 cem 
verdiinnter Fermentfliissigkeit + 2cem Acetatpuffer (n/10, 1:8) wurden 
eine halbe Stunde lang im Thermostaten bei 37° stehengelassen. Sodann 
kamen zu dem Gemisch | cem Guajakollésung (0,1 proz.), 5 cem destillierses 
Wasser und im letzten Augenblick leem 0,05proz. H,O,-Lésung. Das 
Gesamtvolumen betrug also stets 10 cem. Nach 15 Minuten iangem Stehen- 
lassen im Dunkeln bei Zimmertemperatur wurd® die Fliissigkeit im Auten- 
riethschen Kolorimeter direkt auf ihren Gehalt an oxydiertem Guajakol 
untersucht. Die Vergleichslésung wurde nach Angabe von W. Engelhardt 
hergestellt (2,4 Teile 5proz. Kaliumbichromatlésung auf 100 Teile 10proz. 
Kobaltnitratlésung, entsprechend verdiinnt). 

Das zweite Verfahren ist dasjenige des fixierten (adsorbierten) Anti- 
kérpers (9). Es beruht auf der Fahigkeit des Kaolins, die Eiweibstoffe 
des Serums zu adsorbieren, darunter auch diejenigen, von denen die Anti- 
kérpereigenschaften des Serums abhingen (vgl. A. Bach, W. Engelhardt 
und A. Samysslow). Dieses Verfahren wurde folgenderweise angewencet. 
leem auf das Zehnfache verdiinnten Serums + 1 cem Acetatpuffer wurden 
10 Minuten lang mit 1 cem 5proz. Kaolinsuspension stehengelassen. Sodann 
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wurde das Gemisch zentrifugiert, die Fliissigkeit abgegossen und der Nieder 
schlag in 1 cem verdiinnter Fermentfliissigkeit -+- 2 cem Acetatpuffer ab 
geschwemmt und eine halbe Stunde bei Zimmertemperatur stehengelassen 
BesaB das Serum antigene Eigenschaften, so erfolgte Bindung des Ferments 
an den Niederschlag; im entgegengesetzten Falle blieb das Ferment in 
Lésung. Das Gemisch wurde nun von neuem zentrifugiert und die iiber 
stehende Fliissigkeit in tiblicher Weise auf ihren Fermentgehalt untersucht 
(Guajakol- und H,O,-Mengen, sowie Gesamtvolumen wie beim ersten 
Verfahren). Als Kontrolle dienten in beiden Verfahren Versuche mit 
normalem Serum, die gleichzeitig unter genau den gleichen Bedingungen 
angestellt wurden. Zum zweiten Verfahren ist zu bemerken, da8 auf ver 
schiedene Weise hergestelltes Kaolin ungleiche Adsorptionsfihigkeit aut 
weist. Es mu deswegen fiir jede Sorte Kaolin durch Vorversuche die 
Menge festgestellt werden, die zur vollstandigen Adsorption der Eiweib 
stoffe (z. B. aus 0,1 cem Serum) erforderlich sind. Reines Kaolin ohne 
Serum adsorbiert in der von uns angewandten Menge ungereinigte Per- 
oxydase nur in ganz geringem Mabe. Deswegen sind, obwohl die ent- 
sprechende Kontrolle jedesmal ausgefiihrt wurde, die zugehérigen Zahlen 
nicht in die nachstehenden Tabellen aufgenommen worden. 


Immunisierung mit ungereinigtem Peroxydasepraparat. 


Als Antigen diente ein wisseriger Auszug aus den Wurzelstécken 
des Meerrettichs, der auf folgende Weise hergestellt wurde. 


3kg Meerrettich wurden 24 Stunden in Leitungswasser mazeriert. 
Nach Abschaben der Haut wurden die Wurzelstécke in diinne Scheibchen 


zerschnitten und 6 Tage lang gegen flieBendes Wasser dialysiert [vgl. Will. 
stdtter und Stoll (8)); sodann wurden sie in einer gewéhnlichen Fleisch- 
hackmaschine zerkleinert. Der erhaltene Brei wurde mit destilliertem 
Wasser angeriihrt und eine Woche lang unter Toluol stehengelassen. Darauf 
wurde die fermenthaltige Fliissigkeit mittels einer Handpresse ausgepreBt. 
Die anfianglich triibe Fliissigkeit klarte sich nach zweitigigem Stehen 
durch Absetzen der unléslichen Zellelemente. Die klare Fliissigkeit wurde 
zur Immunisierung und zur Herstellung des gereinigten Ferments ver- 
wendet. 

Die Kaninchen erhielten 1 cem dieser Fliissigkeit pro 1 kg Kérper- 
gewicht. Zu den Versuchen mit dem Serum wurde die Stammldésung auf 
das 300fache mit destilliertem Wasser verdiinnt. 1 cem dieser Verdiinnung 
gab unter den beschriebenen Versuchsbedingungen in 15 Minuten bei 
Zimmertemperatur etwa 0,190 mg oxydiertes Guajakol. Die Resultate 
der Immunisierung sind in folgenden Tabellen zusammengestellt. In simt- 
lichen Tabellen bedeuten die Zahlen die Menge oxydierten Guajakols in 
Milligrammen. 

Erstes Verfahren. 


Wirkung des Immunserums in Lésung. 





Immunserum 


Kaninchen Nr. Normalserum nach 5 Injektionen 


0,180 0115 
0,210 0,138 
0,210 0.146 
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Immunisierung mit Peroxydasepraparaten. 


Zweites Verjahren. 


Wirkung des Immunserums in adsorbiertem Zustande. 





Immunserum 
nach 5 Injektionen 


Immunserum 


nach 3 Injektionen Normalserum 


Kastyeten Normalserum 
Nr. 
0,180 0,164 0.189 0,138 
C173 0,098 O80 0,037 
0.188 0.059 0.188 0 
0,190 0.090 0.188 0.037 


Aus den Tabellen ist ersichtlich, daB das Serum mit ungereinigter 
Peroxydasefliissigkeit behandelter Kaninchen die Fahigkeit erwirbt, 
die Wirkung der Peroxydase zu hemmen. Die hemmende Wirkung 
nimmt mit der Anzahl der Injektionen zu. 


Immunisierung mit gekochter Fermentfliissigkeit. 


Der oben beschriebene Meerrettichextrakt wurde auf dem Wasserbade 
vekocht. Nachdem die Fliissigkeit eine halbe Stunde lang in siedendem 
Wasser erhitzt wurde, bildete sich ein Niederschlag. Die abfiltrierte Fliissig- 
keit wies noch eine schwache Peroxydasewirkung auf. Die Fliissigkeit 
wurde abermals eine Stunde lang auf dieselbe Weise erhitzt; dabei ver- 
schwanden ihre fermentativen Ejigenschaften vollstaindig. In diesem Zu- 
stande wurde die Fliissigkeit zur Immunisierung verwendet; dabei wurde 
vor jeder Injektion durch einen Kontrollversuch die Abwesenheit von 
Peroxydase gesichert. Es erwies sich, daB die Sera von zwei mit gekochter 
Fermentfliissigkeit immunisierten Kaninchen gegen aktiyes Ferment 
wirksam waren. 


Erstes Verfahren. Serum in Lésung. 





Immunserum 


Kaninchen Nr. Normalserum nach 5 Injektionen 


0,210 0,146 
0210 0.159 


Zweites Verfahren. Serum adsorbiert. 





Immunserum 
nach 5 Injektionen 


Immunserum 


nach 3 Injektionen Norma'serum 


Normalserum 


Kaninchen 
Nr. 


0,190 0,039 0,188 Spuren 
0,190 0,070 0178 0.044 


Aus den Tabellen ist ersichtlich, daB durch Zerstérung des Ferments 
durch Erhitzen die antigenen Eigenschaften der Fliissigkeit nicht 
verringert werden. Das Auftreten antifermentativer Eigenschaften 
im Serum wird augenscheinlich nicht durch den aktiven Anteil des 
Ferments bewirkt, sondern durch andere, mit dem Ferment assoziierte 
Stoffe. Allem Anschein nach ist die antigene Wirksamkeit der Ferment- 
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fliissigkeit gewissen, schwer vom Ferment zu trennenden Begleitstoffen 
zuzuschreiben. 

Diese Vermutung wird durch die weiteren Versuche der Immuni 
sierung mit gereinigtem Ferment bestiitigt. 

Bevor wir zu diesen’ Versuchen iibergehen, méchten wir noch 
darauf hinweisen, daB in dem beim Versuch nach dem zweiten Ver 
fahren erhaltenen Niederschlag aus Kaolin, SerumeiweiB und ge 
bundenem Ferment letzteres seine Wirksamkeit, wenn auch in ab. 
geschwiachtem MaBe, beibehilt. Wie aus nachstehender Tabelle er- 
sichtlich, tritt unter diesen Bedingungen mit Normalserum praktisch 
keine Adsorption des Ferments auf. 





Nach 5 Injektionen 
——"} Niederechiag 
mit Normalserum mit Immunserum 

0 0,114 
Spuren 0,070 
0 0,094 
Spuren 0,088 


Kaninchen Nr. 


Immunisierung mit gereinigtem Fermentpradparat. 


Der wiasserige Auszug aus Meerrettich wurde folgender Be- 
arbeitung unterworfen. 


1500 cem des Extrakts wurden mit 200 cem kalt gesiattigter Sublimat- 
lésung versetzt. Der ausfallende, ziemlich voluminése Niederschlag wurde 
abfiltriert und durch die Fliissigkeit 20 Minuten lang Schwefelwasserstoff 
durchgeleitet. Die abermals filtrierte Fliissigkeit wurde mit dem sechs- 
fachen Volumen 96proz. Alkohols gefallt (vgl. Willstdtter und Stoll, 1. c.). 
Nach der Sedimentierung der ausfallenden Flocken wird die alkoholisch- 
wiasserige Lésung dekantiert und der Niederschlag in 200 cem destillierten 
Wassers gelést. Die so erhaltene gelbliche Fermentlésung wurde zur Immu- 
nisierung verwendet. Die Lésung gab weder die Biuretreaktion noch eine 
Fallung mit dem Spieglerschen Reagens. Die Kaninchen erhielten 1 cem 
dieser Lésung pro 1 kg Kérpergewicht. 

Zu den Versuchen mit dem Serum wurden Verdiinnungen von | : 1000 
angewandt. 

In den folgenden Tabellen sind die Resultate der Immunisierung 
wiedergegeben. 

Zweites Verfahren. Serum adsorbiert. 





Immunpserum 


Kaninchen Nr. Normalserum nech 5 injektionen 


0,123 0,118 
0,125 0,125 
0,188 0,188 
0,188 0,188 
0,188 0,186 
0,190 0,188 





Immunisierung mit Peroxydasepraparaten. 


Die Aktivitét der zur Immunisierung verwendeten gereinigten 
Fermentlésung war dreimal so stark wie die des ungereinigten Aus- 
gangsprodukts. Dessenungeachtet gelang es nicht, im Serum der 
Versuchstiere eine Spur von Immuneigenschaften nachzuweisen. Aus 
diesen Versuchen geht hervor, daB das Ferment an und fiir sich kein 
Antigen ist, es kann jedoch auch nach Verlust seiner antigenen Wirksam- 
keit die Immunitatsreaktion mit Seren geben, die bei der Lmmunisierung 
von Kaninchen mit ungereinigter und sogar mit gekochter Ferment- 
lésung erhalten wurden. Nachstehende Tabelle laBt dieses deutlich 
ersehen. 

Zweites Verfahren. 
Immunisierung mit ungereinigter, Priifung der Sera mit gereinigter 
Peroxydase. 





, Immunserum 
Kaninchen Nr. Normalserum nach 5 Injektionen 


Immunisierung mit ] 0,180 0,042 
aktivem ungereinigten 0,180 0 
Praparat 0,180 0,068 


Immunisiert mit | 0,180 Spuren 
gekochtem Praparat =| 0,180 0,042 


Es ist méglich, daB die antigenen Eigenschaften von eingm Komplex 
aus EiweiBstoffen und dem ,,Kolloidtrager“ Wéillstdtters, des Ferment- 
molekiils, abhiingen. Es wire interessant, Komplexe aus gereinigtem 
Ferment und wohldefinierten EiweiBstoffen darzustellen und Tiere 
mit solechen Gemischen zu immunisieren. Méglicherweise kénnten 
dabei im Serum antifermentative Eigenschaften auftreten, die den im 
vorangehenden beschriebenen ahnlich sind. In der Literatur tiber 
Immunitat wird iiber Ahnliche Erscheinungen berichtet, die als heterogene 
oder Partialantigene oder Haptene Landsteiners bezeichnet werden. 


Zusammenfassung. 

1. Die parenterale Einfiihrung von wiisserigem Extrakt aus den 
Wurzelstécken des Meerrettichs bewirkt bei Kaninchen das Auftreten 
antiperoxydatischer Eigenschaften im Serum. 

2. Die antifermentativen Eigenschaften der Sera aiuBern sich in 
Bindung der Peroxydase und Hemmung ihrer Wirkung. 

3. Durch Immunserum gebundene Peroxydase behalt im ge- 
bundenen Zustande teilweise ihre Wirksamkeit. 

4. Durch Kochen werden die Antigeneigenschaften der ungereinigten 
Fermentfliissigkeit nicht abgeschwiacht; es werden dabei Sera erhalten, 
die nicht minder wirksam sind als die bei der Immunisierung mit aktiver 
ungereinigter Fermentfliissigkeit erhaltenen. 
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5. Weitgehende Reinigung der Eermentfliissigkeit fiihrt zun 
Verlust der antigenen Eigenschaften bei intakter Fermentaktivitat 


6. Die unter 4. und 5. angefiihrten Ergebnisse berechtigen zu de: 
Annahme, daB der aktive Anteil des Ferments nicht als Antigen an. 
gesprochen werden kann. 


Literatur. 


1) W. M. Bayliss, The nature of enzyme action. 1919. — 2) EB. Abder 
halden und E. Wertheimer, Fermentforschung 6, 286, 1923. — 3) H. Liiers 
und F. Albrecht, ebendaselbst 8, 52, 1923. — 4) EB. Knaffl-Lenz, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 120, 110, 1922. — 5) A. Bach und W. Engelhardt, diese 
Zeitschr. 148, 456, 1924. —. 6) A. Bach, W. Engelhardt und A. Samysslow, 
261, 1925. 7) Kolloid-Zeitschr. 38, 352, 1926. 
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Uber die Kohlenstoffausbeute bei der Photosynthese 
unter natiirlichen Verhaltnissen. 


Von 
S. Kostytschew, K. Bazyrina und G. Wassilieff. 


(Aus dem Laboratorium fiir Biochemie der Pflanzen der russischen Akademie 
der Wissenschaften und dem Peterhofschen Forschungsinstitut. ) 


(Eingegangen am 8. Januar 1927.) 


Sachs!) war wohl der erste, der die iiberaus wichtige Frage der 
quantitativen Ausbeute an organischen Stoffen bei der Photosynthese 
der chlorophylifiihrenden Pflanzen einer eingehenden Betrachtung 
unterzog und auch experimentell zu lésen versuchte. Unter) Anwendung 
seiner bekannten ,,Blatthalftenmethode“ hat der genannte Forscher 
die ersten Untersuchungen iiber den taglichen Stoffgewinn der Laub- 
blitter verschiedener Pflanzen ausgefiihrt und gelangte zu folgenden 
Ergebnissen: Unter Beriicksichtigung der Stoffauswanderung aus dem 
Blatte ergibt sich als maximaler Assimilationswert pro Quadrat- 
meter der Blattfliche in einer Stunde 1,8 g fiir Helianthus annuus und 
15g fiir Cucurbita pepo. 

Diese enorm hohen Zahlen wurden von Brown und Escombe*) 
durch ihre direkte Methode der CO,-Bestimmung im Luftstrom nicht 
bestatigt. Nach den Angaben der britischen Forscher wird der Assimi- 
lationswert verschiedener Pflanzen durch folgende Zahlen ausgedriickt : 





Ausbeute (als ‘Zucker ber.) 


Pflanze 
s 


Helianthus annuus... . 0.359—0,551 
Tropaeolum majus. . . . 0,166—0,395 
Polygonum Weyrichii : 0,347—0,593 
Catalpa bignoioides ae 0,468 
Petasites albus ..... 0,359 


1) J. Sachs, Arb. d. bot. Inst. in Wiirzburg 8, 1, 1884. 
2) H. T. Brown and F. Escombe, Proc. of the Roy. Soc. of London (B) 


76, 29, 1905. 
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Zahlen, welche sich auf die verschiedenen Pflanzen beziehen, 
kénnen miteinander nicht verglichen werden, da die Versuche unte: 
sehr ungleichen auBeren Verhéltnissen ausgefiihrt worden waren; 
trotzdem ergibt sich aus simtlichen Zahlen das folgende eindeutige 
Resultat: Die Ausbeuten waren in den Versuchen von Brown und 
Escombe im Durchschnitt drei- bis fiinfmal niedriger als in Versuchen 
von Sachs. Die Untersuchungen von Giltay') ergaben Zahlen von det 
selben Ordnung. Dieser Forscher arbeitete ebenfalls im Luftstrom 
Nachstehend sind einige Angaben Giltays iiber die CO,-Verarbeitung 
auf einfache Zucker umgerechnet: 





Ausbeute 


Pflanze 
& 


Helianthus annuus ......... 0,381 
a m Neate: 0,491 
Weeotiemes waetieh. 2... wt et 0,314 
” aa ye : a na <a 6,423 
Cedrella serrulata. ......... 0,573 
ee ee 0,477 


Zahlen von derselben GréBenordnung finden sich auch in der 
Arbeit von Boysen-Jensen”), der ebenfalls im Strome der atmosphari- 
schen Luft experimentierte. 

Auf den ersten Blick scheint die oben dargelegte Kontroverse 
einfach durch die der indirekten Blatthalftenmethode anhaftenden 
Fehler erklirbar zu sein. Unter diesen Versuchsfehlern ist wohl der 
folgende am schwersten zu bekimpfen: Die Auswanderung der Assi- 
milate findet auch am Lichte ununterbrochen statt; dieselbe kann aber 
nur an anderen Blattern quantitativ geschitzt werden, die gleichzeitig 
mit den am Lichte exponierten total verdunkelt sind. Dieses Ver- 
fahren ist gewif nicht sebr zuverlissig, um so mehr, als es unbekannt 
bleibt, ob die Belichtung fiir die Entleerung der Chloroplasten nicht 
von Belang ist. Die méglicherweise ungleiche physiologische Leistungs- 
fihigkeit der beiden Blatthalften bildet ebenfalls eine schwer kon- 
trollierbare Fehlerquelle. AuBerdem kénnte die Blattflache wahrend 
der Exposition nicht konstant bleiben. 

Thoday®) hat die Blatthalftenmethode einer experimentellen 
kritischen Untersuchung unterzogen und verschiedene Verbesserungen 
eingefiihrt. Dieser Forscher kommt auf Grund seiner eingebenden 
Versuche zu dem SchluB, daB, ungeachtet der oben erwihnten Mangel. 
die GréBe der Sachsschen Ausbeuten nicht iibertrieben ist. Die nach 


1) E. Giltay, Ann du jardin bot. de Buitenzorg 15, 43, 1898. 
2) Boysen-Jensen, Bot. Tiddskr. (Kopenhagen) 36, 219, 1918. 
3) O. Thoday, Proc. of the Roy. Soc. (B) 82, 1, 421, 1909. 
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der Methode von Thoday ausgefiihrten Versuche von Kostytschew und 
seinen Mitarbeitern') lieferten Resultate, die mit denjenigen Thodays 
ibereinstimmen. 


Die Sachsschen Resultate wurden tibrigens auch durch die alteren 
nach der Blatthalftenmethode ausgefiihrten Untersuchungen von 
1. Miiller®) bestatigt. In Anbetracht der so eindeutigen Ergebnisse, 
die von verschiedenen Forschern mit verschiedenen Pflanzen erhalten 
worden sind, taucht die Frage auf, ob die Methode der Luftdurchleitung, 
die an und fiir sich frei von unkontrollierbaren Fehlerquellen ist, immer 
unter Einhaltung aller notwendigen VorsichtsmaBregeln verwendet 
wurde. Dies war in der Tat nicht der Fall. 


Die ersten Versuche im Lufstrom hat der groBe Agrikulturchemiker 
Boussingault®) im Sommer 1840 ausgefiihrt. Er hat eine Weinrebe 
mit 20 Blattern in einen Glasballon von 15 Liter Inhalt eingeschlossen 
und durch den Ballon einen Luftstrom geleitet. Die Geschwindigkeit 
des Luftstromes betrug 15 Liter in einer Stunde. Das Kohlendioxyd 
wurde in einer Reihe von AbsorptionsgefaiBen aufgefangen, und zwar 
gleichzeitig auch in einem anderen Luftstrom von derselben Geschwindig- 
keit, der den Ballon nicht passierte. Dieser Versuch, der als Vorbild 
fiir alle nachfolgenden diente, war eigentlich ein qualitativer : es handelte 
sich darum, die Frage zu beantworten, ob die Pflanze imstande ist, 


den sparlichen CO,-Vorrat der atmospharischen Luft auszunutzen. 
Es ergab sich tatsichlich, daB die Luft nach Durchstreichen des Pflanzen- 
behalters bedeutend CO,-iirmer wird. 


Diese Methode wurde alsdann von Areusler*) iibernommen, der 
sie aber zu quantitativen Bestimmungen verwendete. Zu diesem Zwecke 
hielt es Kreusler fiir notwendig, die Geschwindigkeit des Luftstromes 
auf 60 Liter zu steigern, ,,...denn es laBt sich mit gutem Grund ein- 
wenden, daB eine Luftzufuhr von nur 15 Liter mit rund 6 ccm oder 
12mg Kohlendioxyd pro Stunde weder dem normalen Bedarf jener 
, Pflanze, noch der normalen Versorgung, wie sie in freier Luft vor sich 
geht, einigermaBen entspricht.‘*- Leider hat Areusler keine Kontroll- 
priifungen dariiber angestellt, ob auch eine Luftstromgeschwindigkeit 
von 60 Litern in einer Stunde fiir seine Versuchsverhaltnisse ausreichend 
war. Brown und Escombe (a. a. QO.) haben bei ihren in analytischer 
Hinsicht mustergiiltigen Untersuchungen die Geschwindigkeit des 
Luftstromes bis auf 150 Liter pro Stunde gesteigert, verwendeten aber 


1) S. Kostytschew, M. Kudriavzewa, W. Moissejewa und M. Smirnowa, 
Planta 1, 679, 1926. 

2) A. Miiller, Jahrb. f. wiss. Bot. 40, 443, 1904. 

3) J. B. Boussingault, Economie rurale 1, 1841. 

*) U. Kreusler, Landw. Jahrb. 14, 913, 1885; 16, 711, 1887. 
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hierbei auch sehr groBe Blattflichen. Es ist einleuchtend, daB bei s: 
bedeutenden Luftstromgeschwindigkeiten die allgemein gebriauchliche), 
Absorptionsmethoden versagen und besondereC O,-absorbierende Appara 
turen ersonnen werden muBten. In den Versuchen Giltays (a. a. O 
erreichte die Geschwindigkeit des Luftstromes 25 bis 40 Liter in eine: 
Stunde. 

Es ist freilich verwunderlich, daB alle Forscher ihre Versuchs 
pflanzen bloB durch Herstellung einer sehr groBen Geschwindigkeit des 
Luftstromes vor C O,-Mangel zu sichern suchten, ohne die assimilierende 
Blattfliche in Betracht zu ziehen. Es bedarf aber keiner besondere 
Erliuterung, daB die jeweilige CO,-Konzentration im Blattbehalte: 
nicht nur von der Geschwindigkeit des Luftstromes, sondern auch von 
der Gré®e der assimilierenden Blattfliche und vom relativen Volumen 
des Behilters abhingt. Die Bedeutung der Blattflache hat erst Boysen- 
Jensen (a. a. O.) hervorgehoben; er wies darauf hin, daB die erheblichen 
Schwierigkeiten der C O,-Absorption im Luftstrom von einer ungemein 
groBen Geschwindigkeit dadurch zu umgehen sind, daB man die groBen 
Blattflichen von Brown und Escombe durch mehrmals geringere ersetzt 
In diesem Falle erhailt man unter Verwendung entsprechend geringerer 
Luftstromgeschwindigkeiten dasselbe Verhiltnis der Luftmenge zur 
Blattfliche, das in Versuchen von Brown und Escombe bestand. Die 
absoluten CO,-Mengen sind zwar bei Anwendung kleiner Blattflachen 
unbedeutend, man kann jedoch der hiermit verbundenen Fehlerquelle 
durch Verfeinerung der analytischen Bestimmung vorbeugen. Dies 
ist ganz richtig, allein es kommt gerade darauf an, die Frage zu lésen 
ob das Verhaltnis der Luftmenge zur Blattflache auch in den Versuchen 
von Brown und Escombe ein derartiges war, daB die Versuchspflanze 
nicht an CO,-Mangel litt. 

Bei unseren eigenen Untersuchungen verwendeten wir ein Ab- 
sorptionsgefaiB, das eine von uns (Bazyrina) nach dem Prinzip des. 
jenigen von Brown und Escombe konstruiert hat. Das Bazyrinasche 
GefiB besteht aber lediglich aus Glas und wird nicht mit Natronlauge 
sondern mit Barytlésung gefiillt, wodurch die CO,-Bestimmungen 
bedeutend vereinfacht werden. Die ausfiihrliche Beschreibung des 
GefaiBes wird an anderer Stelle erfolgen; hier beschrinken wir uns auf 
folgende Hinweise: Bei einer Luftstromgeschwindigkeit von 20 bis 
25 Liter pro Stunde wird die Gesamtmenge von Kohlendioxyd durch 
eine n/40 bis n/50 Barytlésung restlos absorbiert und es geniigen also 
zur Titration die auf 0,01 ccm kalibrierten Biiretten. Bei gréBeren 
Geschwindigkeiten des Luftstromes ist es ratsam, entweder konzen- 
triertere Barytlésungen zu verwenden oder zwei GefiBe nacheinander 
einzuschalten. Die Versuche mit sehr geringen CO,-Mengen erfordern 
selbstverstindlich die Einhaltung spezieller VorsichtsmaBregeln be: 
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der Entleerung des AbsorptionsgefiiBes und der Titration; auf diese 
Kinzelheiten wollen wir aber nicht eingehen, da dieselben von 
verschiedenen Forschern besprochen worden sind. Es sei auch 
nur beiliufig bemerkt, daB unsere zahlreichen, mit Hilfe des 
obigen AbsorptionsgefaBes ausgefiihrten Analysen der atmosphirischen 
Luft die folgende Behauptung Lundegardhs') bestiitigen: Der CO,- 
Gehalt der Luft ist so bedeutenden Schwankungen unterworfen, dai 
von einem ,,CO,-Vorrat der Atmosphiire kaum die Rede sein kann; 
es existiert vielmehr bloB ein dynamisches Gleichgewicht zwischen 
('O,-Produktion und CO,-Absorption. 

Was nun speziell die Frage der photosynthetischen Ausbeute 
anbelangt, so haben wir zum ersten Male die methodische Seite der 
Luftdurechleitung allseitig gepriift, d. i. die Geschwindigkeit des Luft- 
stromes ermittelt, bei welcher eine bestimmte Blattflache unter be- 
stimmten Verhiltnissen mit voller Intensitit arbeitet. Dies kann 
man auf folgende Weise feststellen: Bleibt die Assimilationsintensitat 
bei den beiden ungleichen Luftstromgeschwindigkeiten v, und v, konstant, 
so ist die geringere Geschwindigkeit v, unter den gegebenen Bedingungen 
eine ausreichende; ist dagegen die Ausbeute bei v, gréBer als bei r,, 
so muB eine noch gréBere Geschwindigkeit », gepriift werden usw., bis 
man eine konstante Ausbeute erhialt. 

Wir glauben auf die Wiedergabe dieser peinlichen Kontrollpriifungen 
verzichten zu diirfen und teilen nur das folgende endgiiltige Resultat 
mit: Die normale Assimilationsintensitét der meisten von der Pflanze 
nicht abgetrennten Blatter wird nur durch einen Luftstrom gesichert, 
dessen Geschwindigkeit mindestens | Liter in einer Stunde auf je 1 qem 
der Blattflache betragt. In einigen Fillen erwies sich eine noch gréBere 
Luftstromgeschwindigkeit als notwendig; infolgedessen benutzen wir 
meistens einen Luftstrom von mindestens 1.5 Liter pro Stunde und 
| qem Blattflache. Hierbei ist noch zu beachten, dab obiges Verhiiltnis 
nur bei Verwendung mdglichst kleiner Blattbehilter besteht. Wir 
verwenden als VersuchsgefiBe kleine Glaskammern und Glasréhren, 
die der Form der Blatter angepaBt sind und deren Volumen 
in Kubikzentimetern die Zahl der Quadratzentimeter der Blattfliche 
nicht iibersteigt. Wir arbeiten immer im Freien mit einzelnen, von 
der Mutterpflanze nicht abgetrennten Blittern, die in der Miindung 
der Kammer locker befestigt sind. Die Kammer kommuniziert un- 
mittelbar mit dem AbsorptionsgefaB, nach welchem noch eine kleine 
Kontrollflasche mit Barytwasser eingeschaltet wird. In kurzdauernden 
Versuchen ist es nach unseren Erfahrungen ratsam, auf Luftpumpen 
und Gasuhren zu verzichten und einen Luftstrom von erwiinschter 


1) H. Lundegardh. Der Kreislauf der Kohlensiure in der Natur. 1924. 
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Geschwindigkeit durch Herausflieben des Wassers aus groBen, kali. 
brierten, pipetteahnlichen GefaBen herzustellen. Diese GefaBe kénnen 
leidlich durch geriitumige kalibrierte Glasflaschen mit AusfluBroh: 
ersetzt werden. Gleichzeitig wird ein Luftstrom von genau derselben 
Geschwindigkeit durch ein anderes AbsorptionsgefaiB geleitet, ohne 
mit dem Blatte in Beriihrung zu kommen. Die Differenz der beiden 
C O,-Bestimmungen ergibt die photosynthetische Ausbeute des Blattes 

Untersucht man die einschlagige Literatur, so vergewissert man 
sich leicht davon, dab obiges Verhiltnis zwischen Blattfliche und 
Geschwindigkeit des Gasstromes nie eingehalten wurde. AuBerdem hat 
man immer tibermabig groBe Pflanzenbehilter verwendet. Man glaubte 
schlieBen zu diirfen, daB ein Laubblatt nicht an CO,-Mangel leidet 
wenn es nicht die Gesamtmenge von Kohlendioxyd aus der durch. 
streichenden Luft absorbiert. Diese Annahme ist aber durchaus irrig: 
macht der CQO,-Gehalt der aus dem Blattrezipient heraustretenden 
Luft etwa die Halfte des normalen CO,-Gehalts aus, so sinkt bereits 
die Intensitét der Photosynthese auffallend stark. In ihrer ersten 
Arbeit haben Brown und Escombe') dargetan, daB bei Steigerung des 
CO,-Gehalts die Ausbeute innerhalb eines bestimmten Intervalls im 
linearen Verhiltnis zum jeweiligen CO,-Gehalt bleibt. Diese Rege! 
gilt jedoch nur fiir CO,-Konzentrationen, welche die normale C,- 
Konzentration in der atmospharischen Luft iibersteigen. Unterhalb 
des normalen C O,-Gehalts sinkt die Photosynthese in einem schnelleren 
Tempo. Uberblickt man die Versuchstabellen simtlicher Forscher. 
welche die photosynthetische Ausbeute im ‘Strome der atmospharischen 
Luft ermittelten, so ersieht man sofort, daB in den meisten Fallen eine 
gréBere Ausbeute in denjenigen Versuchen zu verzeichnen ist, in welchen 
das Verhaltnis der durchgelassenen Luftmenge zur Blattflache ebenfalls 
gréBer ist als in anderen durchschnittlichen Versuchen. Eine normale 
Ausbeute wurde aber in Versuchen im Luftstrom noch nie erreicht 

In den nachstehenden Tabellen haben wir die maximalen Ausbeuten 
einiger unserer Versuche im Luftstrom von einer ausreichenden Ge- 
schwindigkeit zusammengestellt. Alle diese Versuche lieferten voll- 
kommen eindeutige Resultate: Im Luftstrom, also durch direkte C O,,- 
Bestimmungen erhilt man dieselben enorm groBen Ausbeuten, welche 
die Blatthalftenmethode ergibt. Die Geschwindigkeit des Luftstromes 
war in allen nachstehenden Versuchen gleich entweder 20 oder 12 Liter 
pro Stunde, und ein jeder Versuch dauerte 30 Minuten. Als Ab- 
sorptionsflissigkeit diente n/40 Barytlésung. leccem dieser Lésung 
entspricht etwa 0,75 mg CQO,. Es konnten daher Hunderstel eines 
Milligramms sicher ermittelt werden. 


1) H. T. Brown and F. Escombe, Proc. of the Roy. Soc. 70, 397, 1902. 
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Alchemilla sp. Blattfliche 5,2 qem. 


In 30 Minuten 10 Liter Luft durchgelassen. 





lemperatur 


Cc 


Kohlendioxyd Ausbeute auf 1 qm Blattflache 
_aom . . C Og-Ausbeute ————— —— 

Kontrolle Versuch Os Zucker 
ing mg mg & 


5,95 4.95 1,00 2.62 
5.76 5,02 0,74 2.85 1,94 
5.84 5,02 0,82 315 2.15 
6,03 5,22 0.81 3.11 2,12 
6,09 5,62 0,47 LSC 1,23 
5.96 5.29 0,67 2.58 1.76 


Alchemilla sp. Blattfliche 4,95 qem. 


In 30 Minuten 10 Liter Luft durchgelassen. 





lemperatur 


Kohlendioxyd Ausbeute auf 1 qm Blattflache 
— C Og-Ausbeute — 
Kontrolie Versuch CO, Zucker 
mg mg meg - & 


6,09 5,48 0.66 2.67 1.82 
6.93 5,02 1.01 4,08 2,78 
5.69 5,09 0.60 2.42 1.65 
5.89 5.09 O80 3,23 2,20 


Plantago major. Blattflache 5,3 qem. 


30 Minuten 10 Liter Luft durchgelassen. 





Temperatur 


°C 


Kohlendioxyd Ausbeute auf | qm Blattflache 
a C OgeAusbeute — 
Versuch CO, Zucker 


Kontrolle 
mg mg mg 8 


6,29 5.62 0.67 
5.68 5.08 0.69 


5.76 5.29 (47 


Betula pubescens. Blattfliche 5,8 qem. 


In 30 Minuten 10 Liter Luft durchgelassen. 





Temperatur 


Kohlendioxyd Ausbeute auf 1 qm Blattflache 
: a CO,-Ausbeute 
Kontrolle Versuch CO, Zucker 


me meg me 


5,37 1,52 
4.98 2.000 
5,22 2,93 


5,49 2.24 
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Phleum pratense. Blattfliche 6 qcm (ausgeschnitten). 


In 30 Minuten 6 Liter Luft durchgelassen. 





Kohlendioxyd Ausbeute auf 1 qm Blattflache 
Temperatur ——— — —______— C Og-Ausbeute —— - 
Kontrolle Versuch CO, Zucker 

Cc mg mg mg 8 2 
20—22 3,02 2.54 0,68 2,27 1,55 

17 3,36 2.81 O55 1,84 1,25 
19—20 3,09 2,68 O41 1,37 0,93 

20 3,09 2,27 0,82 2,73 1,86 
20—22 2.81 2,13 0,68 2.27 1,55 


Trifolium pratense. Blattfliche 6 qem (ausgeschnitten). 


In 30 Minuten 6 Liter Luft durchgelassen. 








Kohlendioxyd Ausbeute auf 1 qm Blattflache 
Temperatur - —— COgeAusbeute -——__—_——— —-—-- 
Kontrolle Versuch CO, Zucker 
°C mg mg mg 8 & 
22 3,30 2,60 0,70 2,33 1,59 
24 3,36 2.68 0,68 2,37 1,55 
22 3.85 2,81 1,04 3,37 2,37 
20 3,33 2.58 0.75 2,50 1,70 
23 3,17 2,47 0,70 2,33 1,59 


Wir sehen also, daB die bei Luftdurchleitung erhaltenen Ausbeuten 
denjenigen durchaus entsprechen, welche von Sachs, Thoday, Miiller 
und Kostytschew mit seinen Mitarbeitern mit Hilfe der Blatthalften 
methode dargetan worden sind. Der Widerspruch zwischen den Re- 
sultaten der direkten Methode und der Blatthalftenmethode ist also 
aufgehellt und beseitigt. Es liegt uns ferne, zu behaupten, daB alle 
Resultate der friiheren Untersuchungen im Luftstrome wegen CQ,,- 
Mangels nicht zuverlassig seien; wir betonen nur den Umstand, daB die 
Intensitit der Photosynthese unter natiirlichen Verhdltnissen auf Grund 
dieser Resultate nicht beurteilt werden kann. 


3s ist ohne weiteres begreiflich, daB ein regelmaBiger Verlauf 
der Synthese organischer Stoffe mit der in unseren Versuchen er- 
mittelten Geschwindigkeit solche Ernten zur Folge hatte, die tatsachlich 
nicht vorkommen und in Anbetracht der regulierenden Wirkung der 
Gestaltungskorrelationen auch kaum denkbar sind. Nun scheint es 
daB der zeitliche Verlauf einer photochemischen Reaktion in der lebenden 
Zelle nicht reguliert werden kann; die physiologische Regulierung 
erfolgt also nur dadurch, daB die Photosynthese, je nach Bedarf, ent- 
weder giinzlich eingestellt oder mit voller Intensitat in Gang gesetzt 
wird. Der Aufbau organischer Stoffe geht auf diese Weise nicht kon- 
tinuierlich vor sich; es werden vielmehr Ruhepausen eingeschaltet. 
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Diese Eigentiimlichkeit des Tagesverlaufs der Photosynthese wurde 
bereits von Kostytschew und seinen Mitarbeitern (a.a.0O.) hervor- 
gehoben. Auch die von verschiedenen Forschern wahrgenommene 
Inaktivierung der Chloroplasten ist vielleicht, wenigstens zum Teil, 
auf dieselbe Ursache zuriickzufiihren. Auch andere Vorgiange kénnten 
mit der iibermaBig groBen Ausbeute zusammenhingen. Diese Frage 
heabsichtigen wir experimentell weiter zu bearbeiten. 


Zusammenfassung der wichtigsten Resultate. 


1. Die Methodik der Untersuchungen iiber die Photosynthese im 
Strome der mit CO, nicht angereicherten atmosphirischen Luft litt 
immer an dem Ubelstande, daB die Geschwindigkeit des Luftstromes im 
Verhaltnis zur verwendeten Blattflache und zum Volumen des Blatt- 
behalters zu gering war. Hierdurch sind die Diskrepanzen zwischen 
den Ausbeuten im Luftstrom und den nach der Blatthalftenmethode 
erhaltenen Ausbeuten erklarlich. 

2. Bei ausreichender Luftstromgeschwindigkeit erhalt man durch 
direkte C O,-Bestimmungen dieselben enorm groBen Ausbeuten, welche 
die Blatthalftenmethode liefert. 





Uber die Stabilitat 
der chemischen Zusammensetzung der Pflanzen. 
Von 
Nicolai N. Ilwanoff. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Instituts fiir angewandte Botanik, 
Leningrad.) 


(Eingegangen am 12. Januar 1927.) 


Die Verwandtschaft der Pflanzen wird nicht nur nach morphologi- 
schen und systematischen, sondern auch nach physiologischen und 


chemischen Merkmalen festgestellt. 


Im Jahre 1906 hatten Magnus und Friedenthal') die serodiagnostische 
Methode zur Bestimmung der Verwandtschaft zwischen einzelnen Gruppen 
von Pilzen angewandt; sie konnten zeigen, dai Ascomyceten — Hefe und 
Triiffeln — einander nahestehende Arten sind, wahrend sich der Basidio- 
mycetenpilz — Champignon — sowohl von Hefe als auch von Triiffein 
unterscheidet. Diese Reaktion beruht auf der Identitaét oder groBen Uber- 
einstimmung der EiweiSstoffe der untersuchten Pflanzen. Die biologische 
Methode wird gegenwiartig von einigen Systematikern zur Bestimmung 
verwandtschaftlicher Beziehungen in denjenigen Fallen angewandt, in 
denen morphologische Merkmale undeutlich sind. Metz*) arbeitete diese 
Methode weiter aus und wandte sie zur Aufstellung eines neuen Schemas 
der Pflanzensystematik an. Es ist sehr bezeichnend, daB dort, wo bei der 
Feststellung der Verwandtschaft von Pflanzen die morphologischen Merk 
male keine entscheidende Rolle spielen konnten, chemische Kennzeichen in 
den Vordergrund traten. Letztere zeigten sich konstanter als die morpho- 
logischen Merkmale. Im Verlauf der Evolution anderte sich die Form cet 
Organismen, und zugleich fand auch ein Wechsel in ihrer chemischen Zu- 
sammensetzung statt. Aber nah verwandte Arten von Pflanzen und O: 
ganismen hangen nicht nur durch die Ahnlichkeit auBerer Merkmale zu- 
sammen, sondern in noch stérkerem MaBe durch die der inneren, d. h. durch 


1) Magnus und Friedenthal, Ber. Bot. Ges. 24, 601, 1906. Zeitschr. 
Immun.-Forsch. I, 4, 505, 1910. 
2) Metz, Botan. Arch. 1, 11, 1922. 
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chemische und physiologische Kennzeichen. Auf diesen Umstand hat schon 
Rochleder') hingewiesen, der annahm, daB die gleiche chemische Natur von 
Pflanzenstoffen mit der Verwandtschaft der Pflanzen in Verbindung ge- 
bracht werden muB. Auf die Zuverlissigkeit chemischer Merkmale fiir 
gewisse Pflanzenarten weist auch S. L. Jwanoff*) hin, der Olpflanzen unter- 
suchte. Dieser Autor spricht von einer Konstanz der chemischen Zusammen- 
setzung der Pflanzen und von Anderungen chemischer Prozesse, wodurch 
zwar die Beziehungen zwischen einzelnen Pflanzenstoffen gestért werden, 
qualitativ aber kein Wechsel eintritt. 


Die Untersuchung der aus verschiedenen Landern stammenden 
Kulturpflanzen ergibt ein reichhaltiges Material, aus dem hervorgeht, 
daB die Verbreitung von Pflanzen mit ein und denselben Nahrstoffen 
immer an ein bestimmtes Klima gebunden ist. 


Es ist bekannt, daB sich der Zuckergehalt in den Wurzeln der 
Zuckerriibe je nach den duBeren Wachstumsbedingungen, sehr stark 
indert; die Zuckermenge nimmt beim Vorriicken von Siiden nach 
Norden ab. Die chemische Zusammensetzung der Getreidepflanzen 
iindert sich gleichfalls je nach den klimatischen Einfliissen. Der Weizen 
wachst in nérdlichen Gegenden sowie in Oasen der Sahara, aber die 
Schwankungen seines EiweiBstoffgehalts sind sehr groB; Wwiihrend fiir 
Schottland die Menge an EiweiSstoff im Korn 7,07 Proz. betrigt, 
ergaben die Analysen des Weizens im Kaukasus 24,4 Proz.. Alle diese 
Verinderungen besitzen jedoch keinen qualitativen, sondern einen 
quantitativen Charakter. Diesen Tatsachen lieBe sich noch ein Hinweis 
auf den Wechsel beziiglich der Anhiufung von Alkaloiden, atherischen 
Olen und Pigmenten, je nach den duBeren klimatischen Bedingungen, 
zufiigen. Derartige Untersuchungen sind von groBer Bedeutung fiir 
praktische Zwecke, aber die hier erzielten Ergebnisse bieten auch vom 
allgemeinen biochemischen Standpunkt aus Interesse. Ein und dieselbe 
Pflanzenart (z. B. Weizen) weist in verschiedenen Gegenden eine 
differente chemische Zusagmensetzung auf; friiher wurde ein solcher 
Befund stets in dem Sinne erklirt, daB die Abweichung von der Rasse- 
verschiedenheit der untersuchten Pflanzengattung herstamme. 


Gegenwartig werden zu vergleichenden Versuchen reine Linien 
von bestimmten Rassen (Sorten) von Pflanzen gesit und in Gegenden 
kultiviert, die sich durch ihr Klima voneinander stark unterscheiden. 
Solche ,.geographische Versuche“ mit reinen Linien von zahlreichen 
Kulturpflanzen wurden im Verlauf von 4 Jahren im Institut fiir an- 
gewandte Botanik durch Prof. N./. Vavilov ausgefiihrt. Wir hatten 
die Méglichkeit, dieses Material in biochemischer Hinsicht zu unter- 


1) Rochleder, Phytochemie 1854. 
2) S. Iwanoff, Bericht des Bureaus fiir Pflanzenbau, 8. 3. Petrograd 


1915 (russisch). 
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suchen. In dem ausgedehnten Gebiet der U. 8. 8. R. besitzt das Institut 
iiber 50 Punkte, die sich von 67°44’ (Murmansk) bis 37° 35' (Merw 
nérdlicher Breite und von 23°51° (Dotnawa, Litauen) bis 131° 87 
(Wladiwostok) éstlicher Lange erstrecken. Das Klima dieser Punkt: 
ist iuBerst verschieden; bald See-, bald kontinentales, bald polares 
bald subtropisches Klima. Infolge des unterschiedlichen Klimas und 
der gleichartigen Ziichtungsbedingungen, sowie auch der Reinheit des 
Materials, erhielten wir in unserer Arbeit viele Daten iiber den Einfluli 
iiuBerer Faktoren auf die klimatische Pflanzenzusammensetzung. 


Bei diesen Untersuchungen ergaben sich zwei Gruppen von 
Pflanzen: die eine anderte sprunghaft ihre chemische Zusammensetzung. 
die andere behielt sie unter jeglichen auBeren Verhaltnissen unverandert 
bei. Die Hauptvorratsstoffe, denen wir unsere Aufmerksamkeit zu. 
wandten, waren Eiwei®stoffe und Kohlehydrate. In den Analysen der 
Samen ist der Prozentgehalt dieser Substanzen angegeben. Fanden 
wir z. B. in den Getreidesamen ein Ansteigen des Prozentgehalts von 
EiweiBstoffen, so lie sich daraus der SchluB ziehen, daB die Kérner 
nicht imstande waren, die nétige Menge Kohlehydrate anzuhaufen 
wodurch das Gleichgewicht zwischen Kohlehydraten und Eiweibstoffen 
zugunsten der letzteren verschoben wurde. Wir fiihren den Eiweib- 
stoffgehalt einer reinen Linie von Weizen an, der aus verschiedenen 
Punkten unseres Reiches im Jahre 1924 erhalten wurde. 


Tabelle I. 


Versuche mit Weizen (Triticum vulgare var. albidum.). 





Prozentgehalt von 


Punkte der Aussaat Nérdl. Breite Ostl. Lange Eiweifstoff im 
Weizenkorn (N X 5,7 


Semero-Dwinsk. . eld oR So ~ 60° 46’ 46° 18’ 11,92 
Detskoje Selo ...... 59 44 30 22 11,51 
ess. Bh ees es Gees. 54 13 30 38 11,11 
NERS Ee 55 48 37 20 14,39 
fog gre cee : 50 27 39 28 19,32 
Jekaterinoslaw ...... , 48 20 35 32 19,60 
Saratow. .... ve: Ie 51 37 45 45 21,91 
eS ts se ke ‘or 55 O1 70 32 18,69 

56 O1 92 52 19,03 


Krasnojarsk . Juste gelages { 
Wladiwostok. . . . cs a5 43 05 131 57 11,86 


Eine und dieselbe Weizensorte vermehrt schroff den Gehalt an Ei- 
weiBstoff beim Vordringen nach dem Siiden und Osten, d. h. nach solchen 
Gegenden, welche sich in den meisten Fallen sowohl durch groBen 
Stickstoffgehalt im Boden (Schwarzerde) als auch durch geringe Nieder 
schlagsmengen (kontinentales Klima) auszeichnen, mit Ausnahme von 


Wladiwostok, das ein Seepunkt ist. Infolgedessen fiihrt die erhdhte 





Pe br neo A 


5 





no 
sul 
vo 
Wa 
st 
Ln 
ein 
Da 
Sa 
Wil 
Ley 
erh 
Sti 
die 
hat 
Kn 
Ve 
Ver 
son 
Vel 
fiih 
ist 
mel 
Stic 
mo; 


auf 
zeig 


Ein 








nd 
les 
als 


OL 


ig. 


on 


n 
en 


en 


Ei- 
en 
sen 
er 

ron 
hte 


- 
x 


; 





7 
a 


Stabilitat der chemischen Zusammensetzung der Pflanzen. 91 


irnahrung des Weizens mit Stickstoff zu einer gesteigerten EiweiBstoff- 
anhiufung; die ungeniigenden Niederschlage und das leicht ein- 
trocknende Klima vermindern die Fiahigkeit der Photosynthese in der 
Pflanze, so da die Speicherung von Kohlehydraten im Korn geringer 
und somit die prozentuale Menge von Eiweibstoff gréBer wird’) 
Dieses Ergebnis erhalt man stets, wenn die Pflanze vom Bodenstickstoff 
abhangig ist, dessen Menge tiberhaupt stark variiert, sowohl in ver- 
verschiedenen Béden als auch in einem und demselben in verschiedenen 
Perioden des Wachstums. Ein anderes Bild ergibt sich, wenn man von 
den Getreiden zu den Leguminosen tibergeht, die bekanntlich unter 
normalen Wachstumsbedingungen vom Bodenstickstoff nicht abhangig 
sind, sondern sich auf Kosten desjenigen Stickstoffs ernihren, den sie 
von den in ihren Wurzeln lebenden Knéllchenbakterien erhalten. Hier 
war zu erwarten, da® das Verhaltnis zwischen Stickstoff und Kohlen- 
stoff nicht in gleicher Weise gestért wird wie bei den Getreidearten. 
indessen steht fest, Jaf wir unter kiinstlichen Bedingungen, z. B. bei 
einer Kultur der Pflanze im Dunkeln, diese Beziehungen stéren kénnen. 
Da keine Photosynthese stattfindet, kann der Reserveeiweibstoff der 
Samen bei Mangel an Kohlehydraten nicht als Baumaterial/dienen und 
wird daher in Asparagin umgewandelt. Umgekehrt, durch Ziichten der 
Leguminosen am Lichte kann man aber nicht iiberschiissigen Stickstoff 
erhalten, denn die Menge des durch die Knéllchenbakterien fixierten 
Stickstoffs steht in direkter Beziehung zu denjenigen Kohlehydraten, 
die im Blatte synthetisiert und den Wurzeln zugefiihrt werden. Unlangst 
hat Lewis T'. Leonard*) interessante Tatsachen iiber die Bildung von 
Knollen bei der Sojabohne mitgeteilt. Es ergab sich, daB jeglicher, eine 
Verminderung der Kohlehydrate bei Soja verursachende EinfluB, wie 
Verringerung der Lichtintensitét, der Kohlensiuremenge und _ be- 
sonders das Abschneiden der Blatter, zur Abnahme, ja zum volligen 
Verschwinden der Knollen und somit auch der Fixierung des Stickstoffs 
fihrt. Die Abhangigkeit der Stickstoffnahrung von der Photosynthese 
ist schon friiher festgestellt worden. S. Kostytschew*) hat seine Auf- 
merksamkeit darauf gerichtet, daB die Leguminosen, die fertigen 
Stickstoff erhalten, viel starker die Kohlensiure zu assimilieren ver- 
mégen als alle anderen Pflanzen. 


Die eigenartige Fahigkeit der Leguminosen, gebundenen Stickstoff 
auf Kosten der von ihnen verarbeiteten Kohlehydrate zu erhalten, 
zeigte sich auch in den weiter unten beschriebenen Versuchen. Wir 


1) Feststellungen iiber die Veranderung des Weizens je nach den duberen 
Einfliissen finden sich bereits in der agronomischen Literatur vor. 

2) L. T. Leonard, Journ. of the Amer. Soc. of Agron. 18, 1012, 1926. 

3) S. Kostytschew, Ber. d. Deutsch. Bot. Ges. 40, 112, 1922. 
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fanden gleiche Beziehungen zwischen den EiweiBstoffen und den Kohle 
hydraten in den Samen der Leguminosen, da sich eine ganz bestimmt: 
Stabilitat in der chemischen Zusammensetzung der Samen aufweise: 
lieB, die sich unter allen méglichen auBeren Entw cuaien etiead n 
dieser Pflanzen erhielt. 


Wir fiihren einige Beispiele an. 


Versuche mit der Erbse. 


Eine Erbsensorte, Pisum sativum v. vulg., war 1924 in verschiedenen 
Punkten ausgesit worden ; das gesammelte Material wurde auf Stickstoff 
und Eiweibstoffgehalt analysiert. Wie aus der folgenden Tabelle zu 
ersehen ist, hat sich der Gehalt an Stickstoff und EiweiBstoff fast gar 
nicht verandert, trotz der starken Unterschiede im Klima dieser Punkte 


Tabelle II. 
Erbse (Pisum sativum v. vulgare). Ernte 1924. 





Proz. auf Trockengewicht 


: Nérdliche Ostliche ————_ 
Punkte der Aussaat Breite | Linge Menge Menge 
} Stickstoff Eiweifet: ff 


Priladoga. .... Nordwestlich 59°52’ 31°30' 4.24 26,5") 
Nowgorod _— ‘ ” 59 O00 81 52 4,45 27,81 
Dotnawa . . Westl. Litauen 54 54 23 53 4,43 27,68 
Minsk Westen 53 54 27 33 4.59 28.37 
Moskau , P Zentrum 55 48 37 20 J 28,12 
Poltawa . . Ukraine 9 35 34 34 a 28,19 
Kiew : " 50 27 30 28 2 28,87 
Askania Nova. ’ Krim » 25 33 50 .f 28,19 
Karajasi . . . , Kaukasus 27 45 06 off 29,68 
Saratow . ae Siidosten 51 37 40 45 4,46 27,88 
Omsk . ys Sibirien 55 O01 70 32 4,59 28,12 
WwW ladiwostok ba Ferner Osten 3 05 131 57 4,39 26,87 

Im Mittel: 4.49 28.02 


Eine fast vollstandige Ubereinstimmung im Stickstoff- und Eiweit- 
stoffgehalt besteht in den Punkten, die sich um 16° Breite und um 10(P 
Liinge unterscheiden, nimlich in Priladoga und Wladiwostok. Der 
mittlere Gehalt an EiweiSstoff in den ausgewahlten Punkten variiert 
so wenig, daB man von einer Stabilitat der chemischen Zusammen- 
setzung der Erbse ohne weiteres sprechen kann. Auch ergibt sich die 
tinstellung eines Gleichgewichts der Stickstoff- und Kohlenstoff- 
anhaufung in diesen Samen. 

Die allgemeine summarische Analyse der Erbsensamen — Aschen- 
gehalt, mit Ather extrahierbare Substanzen und rohe Cellulose — ergibt 
die gleichen Zahlen fiir Samen, die in denselben durch Klima und 
Boden gianzlich verschiedenen Versuchspunkten aufgezogen sind. 
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Nachfolgend fiihren wir Analysen von fiinf Punkten fiir eine 
ndere Erbsensorte, Pisum sativum coronatum, an. 


Tabelle 111. 


Erbse (Pisum sativum coronatum). Ernte 1924. 





Prozentgehalt aut Trockengewicht 


Punkte . 
der Aussaat Asche og Cobsiocs Stickstoff Eiweifstof 
extrahiert nach Kénig 
Priladoga . . Nordwesten 2.95 ae 3,02 4,50 98.12 
ers «a Ukraine 3,35 t 3,18 4,70 29.37 
\skania Nova Krim 3,09 é 2.75 4,50 28,12 
Saratow. . . Siidosten 3,07 3,12 4.90 30,62 
Wladiwostok. Ferner Westen 3,12 ; 2.65 4,40 27,66 


Im Mittel: 3,12 1,32 2,94 4,60 28,75 


Wir beriihren hier keine Fragen agronomischen Charakters, ins- 
besondere nicht den Ernteertrag der Erbsensamen in den genannten 
Punkten, der natiirlich sehr verschieden ist, aber wir lenken die Auf- 
merksamkeit darauf, daB man in allen Fallen Samen gleicher Zusammen- 
setzung erhalt. Was die Ernten der Erbse anbetrifft, so steigen dieselben 
bedeutend, wenn die Erbsensamen kiinstlich mit Kndéllchénbakterien 
vor der Aussaat versehen werden'). Dieses bestitigt nochmals die 
Existenz einer direkten Beziehung zwischen der Kohlenstoff- und 
Stickstoffnahrung bei Leguminosen. 

Diese Resultate wurden unter den Bedingungen des Feldversuchs 
erzielt, wobei die Stickstoffdiét des Bodens nicht in Betracht gezogen 
wurde. Uberdies war bekannt, daB der Gehalt an Stickstoff und an 
Aschebestandteilen im Boden sehr verschieden war. In den Aussaats- 
punkten hatten wir es mit Schwarzerdeboden und solchem ohne Schwarz- 
erde zu tun. Wenn wir nun bei solchen ganz ungleichen Verhaltnissen 
eine identische chemische Zusammensetzung erzielt haben, so kénnen 
wir annehmen, da®B bei Leguminosen eine Stabilitaét der chemischen 
Zusammensetzung besteht. 


Versuch mit der Linse. 

Wir finden denselben Gehalt an Stickstoff und EiweiBstoff in 
Punkten, die um 108° Lénge differieren, wie Dotnawa und Wladiwostok. 
Hieraus geht hervor, daB die Linse, ebenso wie die Erbse, eine konstante 
chemische Zusammensetzung aufweist. Wir haben Analysen der Linse 
beziiglich des Gehalts an Asche, roher Cellulose nach Kénig und in 
Ather léslichen Substanzen ausgefiihrt und haben gefunden, daB sowohl! 


') A. L. Whiting, E. B. Fred and J. W. Steens, Agr. Exp. St. of Wis- 
consin 1925. Bull. 872. 
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Tabelle IV. 


Linse (Ervum Lens v. nigra). Ernte 1925. 





Proz. auf Trockengewicht 
, Nordliche Ostliche — — 
Punkte der Aussaat Bezirk Beecite Lange Menge Menge 
Stickstoff EiweitSstott 


Priladoga. . ... Nordwesten 59° 52" 31°33 5,00 31,25 
Nowgorod oa a . 59 00 31 52 5,99 31,81 
Dotnmawa..... West-Litauen 54 54 23 53 4,79 29.93 
Ss ee Westen 54 13 30 38 5,14 32.12 
EE ae Zeutrum 55 48 37 20 4,97 31.09 
Ee Ukraine 49 35 34 34 5.23 32.67 
Charkow..... “ 50 00 36 14 5,12 32,03 
ae 2 50 27 39 28 4,64 29,00 
Bakuriani .... Kaukasus 41 45 43 31 5,10 31,58 
Taschkent . . ; Turkestan 40 16 65 45 5,20 32,50) 
Saratow . es Siidosten 51 37 45 45 5,17 32,31 
Omsk . re Sibirien 5D O1 70 32 4,78 29.87 
Wladiwostok . . . Ferner Westen 48 05 131 57 4.94 30,90 


Im Mittel: 5,01 31.31 


der Stickstoff als auch diese Substanzen konstant erscheinen und vom 
Aussaatspunkt unabhangig sind. Beachtenswert ist ferner, daB sich 
die Linsenkérner, die von verschiedenen Punkten erhalten wurden 
hinsichtlich ihrer GréBe voneinander unterscheiden; dennoch dndert 
sich ihre Zusammensetzung nicht, wie aus den unten angefiihrten 
Daten zu ersehen ist. 


Dieselbe Linse, wie in der Tabelle IV. 





Proz. Eiweifstoff 
Semenzahl | auf Trockengewicht 


Punkte der Aussaat 
pro lg der Samen 


Krasnojarsk . .. . 72 29,56 
a ee 7 29,93 
a ee 35 29,87 


as Gewicht der Kérner vermindert sich um die Halfte, aber di: 
chemische Zusammensetzung bleibt dieselbe, wahrend fiir Getreidearten 
(Weizen, Gerste, Hafer und andere) schon laingst bekannt ist, dal) 
kleine Korner, besonders unreife, stets mehr Stickstoff enthalten als 
reife. Dies beruht darauf, daB in den Samen die starkste Speicherung 
von Kohlehydraten (Starke) waihrend der zweiten Periode des Reifens 
stattfindet; bei den Leguminosen dagegen erfolgt die Ablagerung 
von EiweiSstoffen und Kohlehydraten parallel. In einigen Fallen 
wie z. B. bei der Wicke, wurde die gleiche chemische Zusammensetzung 
sowohl in denjenigen Punkten, wo die Samen ausreiften, als auch dort 
wo sie unreif abgenommen wurden, beobachtet. 
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Wicke (Vicia sativa v. Typica Beck). Ernte 1925. 





Proz. E:weifstoft 


Punkte der Aussaat Reifestufe auf Trockengewicht 


Kostroma ..... unreif 35,44 
Nowgorod..... ‘“ BSI 
Ve eee. ait reif 37,37 
OE z 37,50 


Wir haben zahlreiche Samenanalysen anderer Leguminosen [Wicke, 
Pferdebohne (Vicia faba) und Tiirkische Bohne (Phaseolus vulgaris)] 
ausgefiihrt und fanden tiberall in den Samen eine konstante, chemische 
Zusammensetzung, mit Ausnahme der tiirkischen Bohne, die in einigen 
Punkten eine ganz unerwartete Abnahme des Eiweibstoffgehalts ergab 
Dieser Befund findet seine Erklarung darin, daB die tiirkische Bohne 
eine Kulturpflanze der heiBen Zonen ist; im Norden kénnen nur wenige 
friihe Sorten derselben gedeihen. 


Die mangelnde Anpassungsfihigkeit dieser Kultur an die Be- 
dingungen vieler von uns ausgewahlter Punkte ruft unseres Erachtens 
eine Stérung der Beziehungen zwischen den EiweifBstoffen und Kohle- 
hydraten hervor, die zuweilen bei der tiirkischen Bohne auftritt. 


Die festgestellte Stabilitat der chemischen Zusammensetzung bei 
den Leguminosen erklirt sich, wie bereits zuvor erwahnt, dadurch, dab 
diese Pflanzen des gebundenen Bodenstickstoffs nicht bediirfen. 


In der Literatur liegen jedoch Hinweise vor, daB sich eine Getreideart, 
nimlich Mais, in hohem Grade von anderen Getreiden (z. B. Weizen, 
Gerste und Hafer) hinsichtlich des Bodenstickstoffs unterscheidet. Wahrend 
sich die letztgenannten Arten bei Stickstoffdiingung des Bodens (besonders 
mit Nitraten) so verhalten, daB der EiweiBstoffgehalt in den Kérnern zu- 
nimmt, andert sich die Menge des EiweiBstoffs beim Mais in keiner Weise, 
worauf schon Woods') hingewiesen hat. Einen derartigen Vergleich der 
chemischen Zusammensetzung des Maises hat Miller?) unternommen, indem 
er Treibhaus- und Feldversuche bei verschiedener Stickstoffdiat des Bodens 
ausfiihrte. Der Autor erhielt in allen Fallen Maiskérner mit demselben 
Gehalt an EiweiSstoffen.. Das Fehlen klimatischer Einfliisse auf die chemische 
Zusammensetzung des Maises. hatte schon friiher Richardson*) ermittelt, 
indem er Kérner aus verschiedenen Gegenden der Nordamerikanischen 
Union untersuchte. In einer letzthin erschienenen Arbeit teilt T'ottingham*) 
mit, daB es ihm bei ahnlichen Ziichtungsbedingungen an zwei Stellen Nord- 
amerikas — Ashland und Madison —, die um 250 Meilen Breite voneinander 
differerieren, gelungen ist, Maiskérner mit gleichem Eiwei®stoffgehalt zu 
erzielen. Beim Vergleich der Maisblatter mit den Blattern der Zuckerriibe, 


') Woods, Conn. (Storrs) Agr. Exp. Sta. Report 1889, S. 127. 

2) Miller, Mo. Agr. Exp. Sta. Res. Bull. 42, 1921. 

8) Richardson, U. 8. Dept. Agric. Chem. Div. Bulli. 4, 64, 1884; Hunt, 
The cereals in America, New York 1910. Burt, Davy. Maize, London 1914. 

‘) Tottingham, Science 59, 1516, 1924. 
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deren Zusammensetzung von éuBeren Einfliissen sehr abhangig ist, fan 
Tottingham groBe Differenzen: 





= ; Stickstoff Proz. léslichen Stickstofs 
Trockengewicht Proz. zum Gesamtstickstoff 


Maisblatter 2.0 19 


Zuckerriibenblatter . . . . . 5.1 77 


Der Autor lenkt die Aufmerksamkeit auf die groBe Verschiedenheit 
der Blatter dieser Pflanzen. Er ist geneigt, in dem abweichenden chemischen 
Mechanismus dieser Pflanzen die Ursache fiir die chemische Stabilitaét bein 
Mais zu erblicken. 

Versuche mit Mais. 


Wir haben Analysen von fiinf Maissorten ausgefiihrt, die in 
31 Punkten unseres Reiches geziichtet worden waren. Es ergab sich 
daB die Maiskérner trotz der starken Unterschiede des Bodens und 
auch des Klimas unserer Punkte fast den gleichen EiweiSstoffgehalt 
aufwiesen. 
Tabelle V. 


Mais (Zea Mays, italienische Sorte; Vilmoren). 





. ; Nérdliche Ostliche Eiweiistoffmenge 
Punkte der Aussaat Bezirk Breite Lange et 


Dotmawa ... . .  Westl. Litauen 54°54’ 23° 5: 11.97 
13.68 


Jekaterinoslaw . . Ukraine 48 20 
Askania Nova. . Krim 46 25 $3 ! 12,25 
Jalta. . “ate ie " 44 30 : 14,02 
Taschkent .... Turkestan 40 16 oD 4 11,99 
Ae Siidosten 51 37 45 4! 11,91 
Geet ss. ; Sibirien 54 01 70 3: 11,51 


Wladiwostok . . . Ferner Westen 43 05 131 57 11,45 
Im Mittel: 


Die Abweichung der Punkte wm 15° Breite (Omsk und Taschkent 
und 108° Lénge (Dotnawa und Wladiwostok) beeinfluBte in keiner 
Weise die Menge der EiweiBstoffe im Maiskorn. Diese Feststellung ces 
fast gleichen Prozentgehalts an EiweiBstoff spricht dafiir, daB auch 
das Verhiltnis der Kohlehydrate und EiweiBstoffe im Maiskorn konstant 
bleibt. Eine derartige Erscheinung ist begreiflich, wenn wir es mit 
den Samen von Leguminosen zu tun haben, die eine staindige Quelle 
von assimilierbarem Stickstoff mit sich fiihren, die sie je nach den 
vorhandenen Bediirfnissen ausnutzen. Ganz anders dagegen verhalt 
es sich mit dem Mais, der keine Knéllchenbakterien besitzt. 
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Die jiingst erschienenen Arbeiten von N. A. Bezssonojf') zeigen, dab 
man Mais ohne jegliche Zugabe von gebundenem Stickstoff kultivieren und 
zum Reifestadium bringen kann. Im Verlauf von 3 Jahren (1924 bis 1926) 
kultivierte der erwihnte Autor Mais unter sterilen Bedingungen auf Sand, 
dem alle erforderlichen Salze (Gemisch Mazé), aber keine Stickstoff- 
verbindungen zugesetzt waren. Uberdies wurde dem Sande noch eine 
gemischte Kultur in Wasser suspendierter Bakterien — Stickstoffixatoren 
~ hinzugefiigt. Es ergab sich, daB sich Mais nur auf Kosten desjenigen 
Stickstoffs entwickeln konnte, der von den Bodenbakterien gebunden 
worden war. Andererseits erhielten die Bakterien Kohlehydrate und or- 
ganische Séuren nur aus den Wurzeln der Pflanze selbst, denn im Sande 
waren keine organischen Substanzen enthalten; in einem GefiBe wurden 
585.0 mg gebundenen Stickstoffs erzielt. 


Diese Beziehungen zwischen den griinen Pflanzen und den im 
Boden frei lebenden Bakterien, die Stickstoff binden, erinnern voll- 
kommen an die Tatsachen, die uns tiber die Stickstoffdiat der Legu- 
minosen bekannt sind. Diese wichtige Entdeckung auf dem Gebiet der 
Stickstoffernahrung griiner Pflanzen gibt uns die Mdéglichkeit, viele 
Feststellungen aus der agronomischen Praxis zu erklaren, wie z. B. die 
Kultur ein und derselben Pflanze wihrend mehrerer Jahre ohne Stick- 
stoffdiingung. Ferner existieren Hinweise dafiir, daB man, wenn auf 
ein und demselben Felde die friihere Kultur aus Mais bestand, nachher 
Weizen mit viel héherem EiweiBstoffgehalt erhalt. Diese Befunde 
mu8 man mit den neuen Erfolgen der Bezssonoffschen Versuche zu- 
sammenstellen. 


Kehren wir nun zur Stabilitat der chemischen Zusammensetzung 
der Maiskérner zuriick, so miissen wir annehmen, da} die vorhandenen 
bestandigen Beziehungen zwischen Kohlehydraten und Eiweibstoffen 
dieselbe Ursache haben wie bei den Leguminosen: Selbstandigkeit, 
Unabhangigkeit oder unbedeutende Abhangigkeit der Pflanzen von 
der Ernihrung des Bodens mit Stickstoff. 


Selbstverstandlich haben wir, wenn von der Ahulichkeit der 
chemischen Zusammensetzung ein und derselben Pflanze die Rede 
war, die unter verschiedenen klimatischen und Bodenbedingungen auf- 
gewachsen war, die Gesamtmenge von EiweiBstoffen und Kohle- 
hydraten gemeint; natiirlich kénnen auch gewisse Abweichungen in 
der qualitativen Zusammensetzung dieser Pflanzen vorkommen. Wir 
wissen, daB sich bei vielen Pflanzen unter dem EinfluB auBerer Faktoren 
sowohl die Menge der Kohlehydrate und EiweiBstoffe (der gréBte Teil 
der Getreidearten, Zuckerriibe), Alkaloide (Mohn) als auch die der 


1) N. A. Bezssonoff, Ernéhrung griiner Pflanzen mit aus der Luft durch 
Bakterien absorbiertem Stickstoff. Neue Ideen in der Biologie 11, 1925 
(russisch). G. Truffaut et N. Bezssonoff, C. r. de la Soc. Biol. 91, 1024, 1925; 
La science du sol. Mars. 1925. 

Biochemische Zeitschrift Band 182 
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Pigmente andert. Die Stabilitat in der chemischen Zusammensetzung 
der Leguminosen und des Mais mu daher besonders hervorgehoben 
werden. 

Zusammenfassung. 

Bei Leguminosen (Erbse, Linse, Wicke), die unter den ve 
schiedensten Bedingungen (Boden, Feuchtigkeit und Klima) geziichtet 
sind, wird der Gehalt an EiweiSstoffen in den Kérnchen nicht geandert 

Es besteht eine bestimmte Beziehung zwischen Kohlehydraten 
und Eiwei®stoffen, die darauf beruht, daB die Leguminosen unabhangig 
vom Boden hinsichtlich der Stickstoffaufnahme erscheinen. Eine 
gleiche Stabilitat der chemischen Zusammensetzung beobachtet man 
im Gegensatz zu anderen Getreidearten, auch in den Maiskérnern 
die nach den Angaben von Bezssono/f und Truffaut auf Kosten des 
jenigen Stickstoffs gedeihen kénnen, der von den Bodenbakterien aus 
der Luft fixiert wird. 





Uber die Siurebildung bei- den Pilzen. 
Von 
WIL. S. Butkewitsch. 
(Aus dem Timirjazeff-Forschungsinstitut Moskau.) 


(Eingegangen am 14. Januar 1927.) 


Nachdem ich bei naherer Untersuchung der von mir in den 
Zuckerkulturen von Aspergillus niger nachgewiesenen ,,dritten‘‘ Saure 
festgestellt hatte, daB diese mit Gluconsaure identisch ist'), deren 
Bildung bei demselben Pilze vor einiger Zeit von M. Moiliard*) entdeckt 
worden war*), ging ich zu Versuchen mit anderen Pilzen iiber, fiir 
welche ich schon friiher die Beobachtung gemacht hatte, daB sie in 
den Kulturen auf Zucker auch die Sauren bilden, die leicht lésliche 
Calciumsalze liefern. 

Zur Abscheidung der betreffenden Salze bediente ich mich des- 
selben Verfahrens, das bei meinen Versuchen mit Aspergillus niger 
angewandt worden war. Dabei wurde die Fallung der Calciumsalze 
mit Alkohol in der von Pilzdecken und unléslichem Riickstand ab- 
getrennten Kulturfliissigkeit entweder unmittelbar oder nach gewisser 
vorlaufiger Einengung durch Abdampfen im Vakuum vollzogen. Bei 
allen Versuchen wurden die Nahrlésungen mit héherem Zuckergehalt 
und verhaltnismaiBigem Stickstoffmangel gebraucht. Nachdem sich 
hinreichend starke Pilzdecken gebildet hatten, setzte man den Kulturen 
gewisse Mengen durch Erhitzen sterilisierten Calciumcarbonats zu. 

Bei den weiter unten beschriebenen Versuchen priifte man Cifro- 
myces glaber, Penicillium glaucum, eine Citromyces-Art, die sich zufallig 
im Laboratorium auf l0proz. Citronensiurelésung entwickelt hatte, 
und Mucor stolonifer (Rhizopus nigricans). 

Alle Pilze, mit Ausnahme von Mucor stolonifer, wurden bei Zimmer- 
temperatur von etwa 20° geziichtet. 


') Wl. Butkewitsch, diese Zeitschr. 186, 224; 142, 195, 1923; 154, 
177, 1924. 

2) M. Molliard, C. r. 174, 881, 1922; 178, 41, 1924. 

3) Die Bildung der Gluconsaéure in den Zuckerkulturen von Aspergillus 
niger wurde auch von K. Bernhauer (diese Zeitschr. 158, 517, 1924) und 
von R. Falck und S. N. Kapur (Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 57, 920, 1924) 
bestatigt. 
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Versuchsreihe 1. Citromyces glaber. 


Nahrlésung: Rohrzucker ... . . . 20,00 Proz. 
8 ee 
Salze (mit ZnSO,) . . . 0,10 


Man stellte sechs Kulturen auf, die insgesamt 1000 cem Nahrlésung 
enthielten. Am dritten Tage nach der Impfung wurden den Kulturen 
je 12 g Calciumcarbonat zugesetzt. Bald darauf lie8 sich eine Ablagerung 
von Calciumcitrat in den Kulturen beobachten. Am 14. Tage wurden 
die Kulturen im Kochschen Sterilisator erhitzt und die Fliissigkeit von 
den Niederschlagen und Pilzdecken abfiltriert. Die abfiltrierte Fliissigkeit, 
die mit dem Waschwasser zusammen etwa 1000 cem betrug, wurde durch 
Abdampfen im Vacuum bis zum etwa halben Volumen eingeengt und 
ihr stufenweise beim Vermischen 3 bis 4 Volumen 95proz. Alkohols zu- 
gesetzt. Der sich dabei bildende voluminése flockige Niederschlag fie! 
am Boden als halbfeste klebrige Masse aus, die sich nach einigem Stehen 
verhartete und auf der Oberfliche mit weiBen nadelférmigen Kristallen 
bedeckte. Nach 2 Tagen wurde die klare Fliissigkeit vom Niederschlag 
abgegossen und dieser in etwa 200 ccm heiBen Wassers aufgelést. Die 
vom ungelést gebliebenen unbetrachtlichen Riickstand des Calciumcitrats 
(0,7 g) abfiltrierte Lésung wurde auf dem Wasserbad stark eingeengt, 
mit einer Spur gluconsauren Kalks geimpft und stehengelassen. Bald trat 
Kristallisation ein, wobei sich die dem Calciumgluconat eigentiimlichen 
knolligen Aggregate bildeten, die aus kleinen Nadeln zusammengesetzt 
waren. Von Mutterlauge abgesaugt, mit Wasser und Alkohol gewaschen 
und im Exsikkator getrocknet, betrug die auf diesem Wege erhaltene 
Substanz 17,5 g. 

Aus der Mutterlauge erhielt man durch Fallung mit Alkohol noch 
einen braéunlich gefarbten Niederschlag. Aus diesem wurden durch Auflésen 
in Wasser, Kochen mit Tierkohle und Versetzen des Filtrats mit Alkohol 
noch 5g kristallinischer Substanz ausgeschieden, die mit erster Fraktion 
vereinigt wurden. 

Die beiden Fraktionen machten also zusammen 22,5g aus. Nach 
mehrmaligem Umkristallisieren aus Wasserlésung unter Alkoholzusatz 
erhielt man etwa 15 g Substanz, die sich nach Calciumgehalt und anderen 
Eigenschaften als Calciumsalz der d-Gluconsaure identifizieren lieB. 

In Wasser gelist, erwies die Substanz keine Reduktion mit Fehlingscher 
Lésung, reduzierte aber stark ammoniakalische Silberlésung unter Spiegel- 
bildung und gab die Bergsche Reaktion mit Eisenchlorid’). 


CaO-Gehalt. 
0,2110 g bei 100° getrockneter Substanz gaben 0,0268 g, d. h. 12,70 Proz. 
CaO. 
Berechnet fiir: 
Ca(C,H,,0,),.H,O . . . . . 12,51 Proz. 
Cat nO. «0. +... « BO. 9 


1) Berg, Bull. de l’assoc. des chimistes (3) 11, 882, 1894. 

2) Der Gehalt des Ca-Gluconats an Kristallisationswasser la8t sich 
nicht als sicher festgestellt annehmen. Es ist méglich, daB das Salz nicht 
ein ganzes, sondern ein halbes Molekiil Wasser enthalt. 
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Phenylhydrazid der Gluconsdure wurde nach E. Fischer und Passmore‘) 
dargestellt. Nach Umkristallisieren aus Wasser erhielt man eine in farblosen 
Prismen kristallisierte Substanz, die bei 199° schmolz und sich bei 200° 
unter Gasentwicklung zersetzte, was fiir Gluconséiurephenylhydrazid 
charakteristisch ist. 

Cinchoninsalz. 2g untersuchten Ca-Salzes wurden in etwa 100 ccm 
Wasser gelést. Nachdem Calcium durch Fallung mit Oxalséiure entfernt 
worden war, setzte man dem Filtrat 2,7 g Cinchonin zu und erhitzte es 
mehrere Stunden auf dem Wasserbade, wobei das Cinchonin fast ganz 
aufgelést wurde. Von geringem, ungelést gebliebenem Riickstand ab- 
filtriert, wurde die Lésung durch Abdampfen auf dem Wasserbad eingeengt 
und abgekiihlt. Der bei einigem Stehen ausgeschiedene kristallinische 
Niederschlag wurde aus 95proz. Alkohol umkristallisiert. Die erhaltene 
Substanz (2,8 g) kristallisierte in sechseckigen Tafeln und schmolz bei 
187°, d. h. verhielt sich wie das Cinchoninsalz der Gluconséure?). 


Das spezifische Drehungsvermégen. Eine 4g Ca-Salz in 100 cem ent- 
haltende wasserige Lésung gab im 2,2-dm-Rohr bei 22° eine Winkelablenkung 
von + 0,69°. Daraus berechnet sich das spezifische Drehungsvermégen 
[ay = + 7,8°%). 

Die oben angefiihrten Ergebnisse stellen fest, daB die betreffende 
Substanz das Calciumsalz der d-Gluconsaéure darstellte. 


Aus dem von der Kulturfliissigkeit abgetrennten unléslichen Riickstand 
wurde das Calciumsalz der Citronenséiure nach dem iiblichen Verfahren 
durch Extrahieren dieses Riickstandes zusammen mit den Pilzdecken 
mit verdiinnter Salzsiure, Einengen der Lésung durch Abdampfen und 


') E. Fischer und Passmore, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 22, 2728, 


1889. 

2) Der Schmelzpunkt dieses Salzes liegt nach FE. Fischer (Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 28, 803, 1890) gegen 187°, nach J. U. Nef (Ann. d. Chem. u. 
Pharm. 408, 204, 1914) gegen 189°. 

3) Fiir das Ca-Salz der d-Gluconsaéure fand Bertrand (C. r. 127, 728, 
1898) [a}}? = + 6° 13’ und Nef (Ann. d. Chem. u. Pharm. 857, 214, 1907) 
+ 10,5°. — Nach den in unserem Laboratorium von W. W. Perwozwansky 
ausgefiihrten Bestimmungen erwies sich [a]}? fiir das Ca-Salz der durch 
Oxydierung von Glucose mit Brom erhaltenen Gluconséure gleich + 7,5°. 
Zur Drehungsbestimmung wurde die Lésung angewandt, die 5,07 g Ca- 
Gluconat in 100 cem enthielt. Im 2,2-dm-Rohr gab diese Lésung bei 22° 
eine Winkelablenkung von + 0,84°. Fiir das von mir aus den Kulturen 
von Aspergillus niger abgeschiedene Ca-Gluconat wurde [(a]}? auch gleich 

7.5° gefunden. Die Versuchslésung enthielt in diesem Falle 4,97 g Ca- 
Gluconat in 100 ccm und gab bei denselben Bedingungen eine Winkel- 
ablenkung von + 0,82°. Der in meiner vorigen Mitteilung (diese Zeitschr. 
154, 177, 1924) fiir dasselbe Salz angegebene Wert wurde unter den Be- 
dingungen erhalten, die nicht gestatteten, die Bestimmung hinreichend 
genau auszufiihren, und dieser Wert mu8 durch den hier oben angefiihrten 
ersetzt werden. Falck wnd Kapur (l.c.) und Bernhauer (\.c.) geben fiir 
das spezifische Drehungsvermégen des Ca-Gluconats von den Aspergillus- 
kulturen + 9,7 und 10,4° an, also die Werte, die sich dem bei Nef vor- 
handenen Werte nahern. Dieser scheint aber nicht genau zu sein. 
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Neutralisieren derselben mit Ammoniak — abgeschieden'). Auf diese 
Weise wurden 15,8 g einer braunlich gefarbten Substanz erhalten. Von der 
Farbe wurde die Substanz durch wiederholte Fallung aus der Lésung 
in schwacher Salzséure unter unvolistandiger Neutralisation mit Ammoniak 
frei gemacht?). Das erhaltene Salz gab die der Citronensaéure eigentiim- 
lichen Reaktionen, und sein Gehalt an Calcium entsprach dem des Ca- 
Citrats. 

0,2430 g Substanz (bei 135 bis 140° getrocknet) gaben 0,0815 g, d. h. 
33,54 Proz. CaO. 

Berechnet fiir Ca,(C,H,O,), 33,74 Proz. CaQ. 

Die Oxalsiure wurde in diesem Falle in den Kulturen von Citromyces 
glaber nicht nachgewiesen. 

AuBerdem wurde der Gehalt der Kulturfliissigkeit an Zucker nach 
Bertrand bestimmt. Die gefundene Menge betrug etwa 80g. Daraus ergibt 
sich, daB etwa 120 g Zucker wahrend der Pilzentwicklung verbraucht wurden. 
Die getrockneten Pilzdecken der Kulturen wogen insgesamt 14 g. 

ZusammengefaBt lassen sich die Ergebnisse dieser Versuchsreihe aut 
folgende Weise zum Ausdruck bringen. 


Zweiwéchige Kulturen von Citromyces glaber auf 1000 cem Nahrlésung, 
die 20 Proz., d. h. 200g Rohrzucker enthielt. 


Pilzdeckengewicht. . . ... 140g 
Con an hk od oe a SRG 
ae eee 
Verbrauchter Zucker ... . 120,0¢g 


Versuchsreihe 2. Penicillium glaucum. 


Nahrlésung: Rohrzucker ... ... . 15,00 Proz. 
are ee 
Salze (mit Zn)... .. 0,10 


In diesem Versuch wurde eine Kultur mit 150 ccm Nahrlésung auf- 
gestellt. Am vierten Tage nach der Impfung setzte man der Kultur 8 g 
Caleiumearbonat zu. Nach 3 Wochen wurde die Kultur im Kochschen 
Sterilisator erhitzt und die Fliissigkeit abfiltriert. Die Kulturfliissigkeit 
war etwas gelblich gefirbt und gab eine betrachtliche Reduktion mit 
Fehlingscher Lésung. 

Zur abfiltrierten Kulturfliissigkeit fiigte man unmittelbar, ohne vor- 
laufige Einengung, 2 bis 3 Volumen 95proz. Alkohols hinzu. Der flockige 
Niederschlag sammelte sich beim Stehen zu kompakter Masse am Boden. 
Nach einigen Tagen wurde die klare Fliissigkeit vom Niederschlag ab 
gegossen, durch Destillation im Vakuum stark eingeengt und nach Zusatz 
von 3 Volumen Alkohols stehengelassen. 

Der durch die erste Fallung mit Alkohol abgeschiedene Niederschlag 
wurde in heiBem Wasser gelést und die Lésung vom ungelést gebliebenen 


1) Vgl. W. Butkewitsch, diese Zeitschr. 131, 327, 338, 1922: 136, 224, 
142, 195, 1923; 154, 177, 1924. 

2) Die braungefirbten Substanzen werden aus der Lésung nur nach 
vollstaéndiger Neutralisation derselben niedergeschlagen. Ist diese un- 
vollsténdig, so bleiben sie in Lésung. 
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Riickstand abfiltriert. Dieser Riickstand bestand aus mikroskopisch 
kleinen, oft in Sternen vereinigten prismatischen Nadeln, léste sich nicht 
in Wasser, aber leicht in Séuren, und seine Lésung in Schwefelséure gab 
eime deutliche Reaktion von Denigés. Daraus lieB sich die Substanz als 
Calciumcitrat identifizieren. 

Die vom Citrat abfiltrierte Lésung wurde durch Abdampfen etwas 
eingeengt und nach Alkoholzusatz stehengelassen. Der dabei abgeschiedene 
kristallinische Niederschlag wurde nach einigen Tagen auf der Nutsche 
abgesaugt, gewaschen und im Exsikkator getrocknet. Die auf diesem 
Wege erhaltene Substanz betrug 2,2 g und verhielt sich wie Calciumgluconat. 
Ihre wasserige Lésung zeigte aber noch eine deutliche Reaktion von Denigés. 
Von Citratbeimengungen lieB sich das Calciumgluconat durch fraktionierte 
Kristallisation aus wasseriger Lésung unter Stufenzusatz von Alkohol 
frei machen. In den letzten Fraktioner dieser Kristallisation fiel die Reaktion 
von Denigés negativ aus, und der Gehalt der abgeschiedenen Substanz 
an Caleiumoxyd entsprach dem des Calciumgluconats. 


0,1309 g Substanz gaben 0,0167 g bzw. 12,76 Proz. CaO. 

Berechnet fiir Ca(C,H,,0,)..H,O 12,51 Proz. CaQ, 

In der wiederholt mit Alkohol bearbeiteten Kulturfliissigkeit bildete 
sich allmahlich beim Stehen ein weiGer kristallinischer Niederschlag, der 
aus feinen Nadeln bestand. Von der Fliissigkeit abgetrennt, gewaschen 
und getrocknet, wog dieser Niederschlag etwa 0,2 g. Er gab dig fiir Caleium- 
gluconat charakteristischen Reaktionen und entsprach démselben auch 
nach dem Ca-Gehalt. 

0,1212 g¢ Substanz gaben 0,0152 g bzw. 12,54 Proz. CaO. 

AuBer Gluconsiure enthielt die untersuchte Kultur auch Citronen- 
saure, die sich, wie man oben erwahnte, schon in der Kulturfliissigkeit 
neben Calciumgluconat nachweisen lie. Eine gewisse Menge dieser Saéure 
wurde auch aus dem von der Kulturfliissigkeit abgetrennten unléslichen 
Riickstand nach dem iiblichen Verfahren abgeschieden. Man extrahierte 
diesen Riickstand zusammen mit der Pilzdecke mit verdiinnter Salzséure 
und fallte die Citronensiure aus der durch Abdampfen eingeengten und 
mit Ammoniak neutralisierten Lésung als Calciumcitrat aus. Die auf 
diesem Wege erhaltene Substanz betrug etwa 0,35 g. Sie gab eine deutliche 
Reaktion von Denigés und enthielt neben Calciumcitrat bedeutende Mengen 
von Caleiumphosphat. Der nach dem Verbrennen und Gliihen verbliebene 
Riickstand machte etwa 39 Proz. aus'), und seine Lésung gab in Salpeter- 
siure mit Moiybdat eine starke Reaktion auf Phosphorséure. 

Oxalséure wurde in dieser Kultur von Penicillium glaucum nicht 
nachgewiesen. 

Die getrocknete Pilzdecke betrug 1,75 g. 

Weiter unten folgt eine Zusammenstellung der oben angefiihrten 
Ergebnisse. 

Dreiwéchige Kultur von Penicillium qlaucum auf 150 cem Nahrlésung, die 
15 Proz. bzw. 22,5 g¢ Rohrzucker enthielt. 


Pilzdeckengewicht .... . 175g 
ee 6 ak ke Fo. Rae eS 
Ca-Citest. ... s i = Sie 


Unverbrauchter Zucker war vorhanden. 


') Das Ca-Citrat, Ca,(C,H,O,),., enthalt 33,74 Proz. CaO. 
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Daraus ergibt sich, daB der Gehalt der Kultur an den Saéuren im ge- 
gebenen Falle unbetrachtlich war. Das la8t sich mit der bei Penicillium 
glaucum stark ausgesprochenen Fahigkeit, die organischen Séuren zu 
Kohlendioxyd zu verbrennen'), in Zusammenhang bringen. 


Versuchsreihe 3. 
Eine unbestimmte Citromycesart mit graugriinen Konidien. 
Nahrlésung: Rohrzucker ... . . 15,00 Proz. 
eee se lk ee SO 
Salze (mit Zn)... . 0,10 


Fiir die Kultur wurden 150 cem Nahrlésung angewendet. Calcium. 
carbonat (8g) wurde der Kultur am dritten Tage nach der Impfung zu- 
gesetzt. 

Am 14. Tage wurde die Kulturfliissigkeit nach Abtétung der Kultur 
im Kochschen Sterilisator abfiltriert. Sie war bréunlich gefarbt und redu- 
zierte die Fehlingsche Lésung. 

Zur abfiltrierten Fliissigkeit fiigte man unmittelbar 2 bis 3 Volumen 
%5proz. Alkohols hinzu. Der dabei ausgefallte Niederschlag bildete beim 
Stehen einen festen, braunlich gefiirbten Kuchen, der auf der Oberflache 
mit nadelférmigen, in Biischeln gesammelten Kristallen bedeckt wurde 
(Niederschlag I). Die Fliissigkeit wurde abgegossen und der Niederschlag in 
Wasser unter Erhitzen gelést. Man filtrierte die Lésung vom ungeldst 
gebliebenen Riickstand ab, der aus Calciumcitrat bestand, und fallte die 
aufgeléste Substanz durch Alkoholzusatz wieder aus. Nach einigem Stehen 
bildete sich eine fiir Calciumgluconat charakteristische kristallinische Aus- 
scheidung, die aus feinen, zu lockeren Sphariten vereinigten Nadeln bestand. 
Von der Mutterlauge abgetrennt, gewaschen und getrocknet, betrug die 
abgeschiedene Substanz etwa 2,5 g. 

Der vom ersten Niederschlag (1) abgegossenen Fliissigkeit setzte man 
noch etwas Alkohol zu. Nach einigem Stehen schied sich ein weiber 
kristallinischer Niederschlag ab, der sich ganz ahnlich der aus dem ersten 
Niederschlag durch Umkristallisieren erhaltenen Substanz verhielt. Der 
zweite Niederschlag, der etwa 0,3g wog, wurde zur Bestimmung des Ca- 
Gehalts verwendet. 


0,0865 g Substanz gaben 0,0104g¢ bzw. 12,64 Proz. CaO. 
Berechnet fiir Ca(C,H,,0,),. H,O 12,51 Proz. CaO. 


Aus dem unldéslichen Riickstand der Kultur wurde das Calciumcitrat 

nach dem iiblichen Verfahren abgeschieden. Im erhaltenen Niederschlag 
lieBen sich die fiir Calcitumoxalat charakteristischen Wiirfel und Oktaeder 
neben den sternartig vereinigten prismatischen Nadeln von Calciumcitrat 
unter dem Mikroskop nachweisen. Von der Fliissigkeit getrennt und im 
oxsikkator getrocknet, wog der Niederschlag etwa 2g. Mit schwacher 
Salzsiure bearbeitet, ging die abgeschiedene Substanz zum groBen Teil 
leicht in Lésung iiber. Der ungelést gebliebene Riickstand lie® sich nach 
dem mikroskopischen Aussehen und nach dem Verhalten gegen die Saéuren 
als Calciumoxalat identifizieren. 


1) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 464, 1922; 186, 224, 1923; 
vel. auch C. Wehmer, Bot.-Ztg. 49, 233, 1891. 
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Das aus der Salzséurelésung durch Neutralisieren ausgeschiedene 
Caleiumeitrat wurde nach den iiblichen Reaktionen und nach dem Calciuwn- 
gehalt identifiziert. 

0,1080 g Substanz gaben 0,0363 g bzw. 33,61 Proz. CaO. 

Berechnet fiir Ca,(C,H,O;), 33,74 Proz. CaO. 

Weiter unten folgt eine Zusammenstellung der Ergebnisse dieses 
Versuchs. 


Zweiwoéchige Kultur auf 150 cem Nahrlésung, die 15 Proz., d. h. 
Rohrzucker enthielt. 
Pilzdeckengewicht. . . ... Ilg 
Coenen S 4 ig 6 ws & so ee 
OT ea ae ee! 
Cotlmeiet ..4s12 1-6 s » « Ge wens 


Ein Teil des Zuckers blieb noch unverbraucht. 


Versuchsreihe 4. Mucor stolonifer (Rhizopus nigricans). 


Naéhrlésung: Invertzucker . . . . . 12,0 Proz.') 
rene. ..+. 8 « 
Salze (mit Zn)... . 0.1 


Bei diesem Versuch stellte man zwei Kulturen auf, die je 150 cem 
Nahrlésung enthielten. Nach der Impfung wurden die Kulturen im Thermo- 
staten bei einer Temperatur von 30° untergebracht. Am vierten Tage 
setzte man den Kulturen je 8 g Caleiumcarbonat zu. Nach einer Woche, 
nachdem sich starke Pilzdecken entwickelt hatten, lieB sich eine Cas- 
ausscheidung in der Kulturfliissigkeit auf der Oberfliche des Calcium- 
carbonats beobachten. In der dritten Woche zogen sich die Pilzdecken 
etwas zusammen und lésten sich von den Wanden des KulturgefaiBes ab. 

Nach drei Wochen wurden die Kulturen im Kochschen Sterilisator 
erhitzt und die Kulturfliissigkeiten heiB abfiltriert. Die Pilzdecken und 
die Niederschlige wurden noch zweimal mit Wasser (je etwa 100 ccm) 
erhitzt, das abfiltrierte Waschwasser wurde durch Abdampfen eingeengt 
und zur Kulturfliissigkeit hinzugefiigt. 

Nachdem dieser Fliissigkeit etwa 3 Volumen 95proz. Alkohols zu- 
gesetzt worden waren, bildete sich ein fein zerteilter Niederschlag, der 
sich leicht zu Boden senkte. Unter dem Mikroskop erwies sich der Nieder- 
schlag aus sternartigen Nadelaggregaten und aus Sphariten mit radialer 
Struktur zusammengesetzt. Der Niederschlag wurde auf der Nutsche 
abgesaugt, gewaschen, im Vakuumexsikkator getrocknet und gewogen. 
Er betrug 6,3 g. 

Man ldéste die erhaltene Substanz wieder unter Erhitzen in 
Wasser auf, filtrierte die Lésung vom geringen, ungelést gebliebenen 


1) In diesem Versuche wurde Invertzucker statt Rohrzucker an- 
gewendet, da Mucor stclonifer keine Invertase bildet und den Rohrzucker 
gar nicht verbrauchen kann. Vgl. W/. Butkewitsch, Jahrb. f. wiss. Bot. 
38, 147, 1902. 

2) Man ersetzte hier Ammoniumnitrat durch Sulfat, da Mucor stolonifer. 
nach den Ritterschen Beobachtungen, die Salpetersaéure als Stickstoffquelle 
nicht verwerten kann. G. Ritter, Die Materialien zur Physiologie der 
Schimmelpilze. 1916 (russisch). 
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braunlichen Riickstand ab, der aus Gips bestand, und engte das Filtrat 
durch Abdampfen auf dem Wasserbad ein. Schon beim Abdampfen ent- 
stand eine kristallinische Ausscheidung auf der Oberflache der Fliissigkeit. 
Der nach Abkiihlen und Stehen abgeschiedene kristallinische Niederschlag 
wurde auf der Nutsche abgesaugt und mit Wasser und Alkohol gewaschen. 
Nach einem kurzdauernden Trocknen im Exsikkator wog die erhaltene 
Substanz 4,5 g. Sie erwies sich nach dem Gehalt an Kristallisationswasse: 
und an Calciumoxyd wie auch nach allen iibrigen Eigenschaften mit dem 
Calciumsalz der Fumarséure identisch. 


Kristallisationswasser. 


3.0505 g Substanz verlieren nach dem Trocknen bei 125° 0.7825 ¢ 
bzw. 25,65 Proz. H,O. 


Berechnet fiir (CH),(COO),Ca .3 H,O 25,96 Proz. H,O. 


CaO-Gehalt des wasserfreien Salzes. 


0,1290 g Substanz gaben 0,0470 g¢ bzw. 36,43 Proz. CaO. 
Berechnet fiir (CH),(COO),Ca 36,36 Proz. CaO. 


Aus dem Calciumsalz wurde leicht die freie Séure durch Entfernen 
des Calciums mit Oxalséure und Einengen des Filtrats in Gestalt von 
blatterigen Kristallen erhalten. Die Saéure léste sich schwer in Wasser un 
leicht in Alkohol und Ather. 


Titrieren der Sdure mit Phenolphthalein. 


0,0582 g Substanz brauchten 10,2 ccm n/10 Ba(OH),. 

Berechnet fiir dieselbe Menge von (CH),(COOH), 10,3 cem n/10 
Ba(OH),. 

Die Saéure gab mit Ammoniak und Zink eine positive Reaktion aut 
Pyrrol, bildete mit Eisenchlorid einen braunlich gefarbten Niederschlag 
und reduzierte leicht Kaliumpermanganat in der mit Schwefelséure an- 
geséuerten Wasserlésung schon in der Kalte. Die ammoniakalische Silber- 
lésung wurde direkt durch die Saéure selbst nicht reduziert, ihre Lésung 
erhielt aber diese Fahigkeit nach der Bearbeitung mit Permanganat in 
Gegenwart von Schwefelséure’). Die untersuchte Substanz verhielt sich 
also wie Fumarsaure. 

Aus der Mutterlauge der ersten Kristallisation des Calciumsalzes der 
Fumarsaure wurde durch Fallung mit Alkohol noch 1 g Substanz erhalten, 
die hauptsachlich aus demselben Salz bestand. Bei 100° 4 Stunden ge- 
trocknet, verliert die Substanz 13,97 Proz. Wasser, und nach solchem 
Trocknen enthielt sie 29,61 Proz. Calciumoxyd. Diese Werte entsprechen 
ziemlich nahe dem Calciumsalz der Fumarsaure, (CH),(COO),Ca . 3 H,O. 
wenn man annimmt, daB dieses Salz nur eine Halfte seines Kristallisations- 
wassers verlor?). In diesem Falle miiSte man nach der Berechnung fii 


1) Unter Einwirkung von Permanganat auf Fumarséure in saurer 
Lésung muB nach Perdrix Ameisensdure entstehen. Perdrix, Bull. de la 
soc. chim. (3) 28, 645, 1900. 

2) Das Ca-Salz der Fumarsaure verliert verhaltnismaéBig leicht eine 
Halfte seines Kristallisationswassers. Biochem. Handlex. ], 2. Ealfte. 
3.1144. 
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das Wasser und das Calciumoxyd entsprechend 13,33 und 30,77 Proz. 
bekommen. Aus diesem Salz lieB sich die freie Fumarsaure leicht nach 
demselben Verfahren wie friiher ausscheiden. 

Der von der Kulturfliissigkeit abgetrennte unldsliche Riickstand 
wurde der fraktionierten Auflésung in Salzséure ausgesetzt. In den ersteren 
Fraktionen léste sich das Calciumcarbonat. Aus der letzteren sauren 
Fraktion wurde ein braunlich gefairbter Niederschlag nach Abstumpfen 
der Séure mit Ammoniak abgeschieden. Unter dem Mikroskop lieB sich 
neben den braunen Flocken eine betriichtliche Menge von oktaedrischen 
Kristallen im Niederschlag nachweisen, die sich gegen die Sauren wie 
Calectumoxalat verhielten. Nach einer wiederholten Auflésung in Salzséiure 
und Faéllung mit Ammoniak wurden etwa 0,15 g Calciumoxalat erhalten. 

In der Kulturfliissigkeit fand man nach Bertrand 17,6 g unverbraucht 
gebliebenen Zuckers. 

Die getrockneten Pilzdecken wogen 1,6 g. 

Die Ergebnisse dieses Versuchs lassen sich auf folgende Weise zum 
Ausdruck bringen. 


Dreiwéchige Kulturen von Mucor stolonifer auf 300 com Nahrlésung, die 
12 Proz., d.h. 36g Invertzucker enthielt. 
Pilzdeckengewicht. . . . 1,6 ¢g 
Ca-Fumarat ...... 6.3 g (bzw. etwa 3g Fumarséure) 
Cotes 2.4. o ow « OB 
Verbrauchter Zucker . . 18,4 ¢ 


Die Ergebnisse der vorliegenden Versuche beweisen, daB die 


Gluconsaure ein weit verbreitetes Produkt der oxydativen Umwandlung 
des Zuckers durch die Pilze darstellt und daB ihre Bildung in diesem 
Vorgang ebenso iiblich wie die der Citronen- und Oxalsiaure ist. Die 
meisten untersuchten Aspergillaceen wiesen die Fahigkeit nach, diese 
drei Sauren zu bilden. Obwohl die Oxalsiure bei Citromyces glaber und 
Penicillium glaucum in den vorliegenden Versuchen nicht nachgewiesen 
wurde, zeigen doch die Ergebnisse der anderen Versuche mit denselben 
Pilzen'), daB auch diese imstande sind, die Oxalsiure zu bilden und 
unter gewissen Bedingungen in betrachtlicher Menge anzuhaufen. 
Wie von Wehmer, Molliard und anderen Forschern und neverdings 
besonders von Bernhcuer*) festgestellt worden ist, kann die Anhaufung 
von Produkten der oxydativen Zuckerumwandlung bei einem und 
demselben Pilze, je nach der Kulturbedingung, sehr verschiedenartig 
zum Vorschein kommen. Wenn sich gewisse Substanzen in den Kulturen 
nicht nachweisen lassen, so ergibt sich daraus noch nicht, daB sie wihrend 
des Stoffwechsels nicht gebildet werden, @a die Anhaufung in der 
Kultur nicht nur von der Bildung, sondern auch von dem Verbrauch 


1) WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 455 und 464; 131, 327 und 338, 
1922; 186, 224, 1923: C. Wehmer, Bot.-Ztg. 49. 233. 1891; Chem.-Ztg. 
1909, S. 1281. 

2) K. Bernhauer, diese Zeitschr. 172, 296, 313, 324, 1926. 
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abhangig ist. Eine Anhaufung des sich bildenden Produkts kann nur 
dann zustande kommen, wenn der Verbrauch der Bildung nachsteht. 
Wenn das nicht der Fall ist, so erfolgt keine Anhaufung. Daraus folgt, 
daB eine Erweiterung unserer Kenntnisse tiber die Natur der beim 
Stoffwechsel intermediir entstehenden Verbindungen, also auch itiber 
die Art der diesen Wechsel zusammensetzenden Vorginge, durch die 
Versuche unter méglichst verschiedenartigen Kulturbedingungen er- 
reicht werden kann. Dazu lassen sich auch die Versuche mit ver. 
schiedenen Organismen mit Erfolg benutzen. 


In bezug auf ein und dasselbe Stoffwechselprodukt macht sich nicht 
selten eine sehr ungleiche Neigung zur Anhaufung bei verschiedenen Orga- 
nismen geltend. So bildet z. B. die von mir als eine Zwischenstufe der 
Zuckerumwandlung bei Aspergillus oryzae nachgewiesene Ketoenolséure') 
eine Verbindung, die sich intermediér nach den zurzeit zu meiner Ver-. 
fiigung stehenden Ergebnissen auch bei anderen Pilzen bildet; die Neigung 
zur Anhéufung dieser Verbindung ist aber bei den letzteren viel schwacher 
als bei Aspergillus oryzae ausgepragt*). Was die anderen Stoffwechsel- 
produkte, wie z. B. Glucon-, Citronen-, Oxalséure, anbelangt, so kann 
auch ihre Anhaéufung bei verschiedenen Pilzen sehr verschieden zustande 
kommen. 

Unter den Bedingungen unserer Versuche gelang es uns, bei Mucor 
stolonifer nur Fumar- und Oxalséure nachzuweisen, d. h. die Sauren, deren 
Bildung bei diesem Pilze schon friiher festgestellt war. Die Anhaufung 
der Oxalsiure unter gewissen Kulturbedingungen wies schon Wehmer®*) 
bei Mucor stolonifer nach. Die Fumarséiure wurde bei demselben Pilz 
von Hhrlich*) aufgefunden’). Die Frage nach der Beziehung dieser Saure 
zum Zucker erfordert weitere Untersuchungen *). 


') Wl. Butkewitsch, Arch. f. wiss. Bot. 1, 657, 1926. 

2) Diesem Gegenstand soll bald eine besondere Mitteilung gewidmet 
werden. 

3) C. Wehmer, Bot.-Ztg. 49, 233, 1891. 

4) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 44. 3737, 1911. Spater 
hat Ehrlich (ebendaselbst 52, 63, 1919) bei Mucor stolonifer neben Fumar- 
séure auch fliichtige Séuren, Bernsteinsdure, 1-Apfelséure und d-Milchséure 
nachgewiesen. 

5) Spater hat Wehmer eine Aspergillusart, A. fumaricus, beschrieben, 
die in den Zuckerkulturen neben unbetrachtlichen Mengen von Citronen- 
saure reichlich Fumarséure bildete, deren Ausbeute etwa 60 bis 70 Proz. 
des angewandten Zuckers betrug. C.Wehmer, Ber. d. Deutsch. chem. 
Ges. 51, 1663, 1918. 

*) Mucor stolonifer bildet nach Gottschalk Fumarséure auch auf Kosten 
von Brenztraubensdure (Zeitschr. f. physiol. Chem. 152, 136, 1926). Auf 
Glycerin, Athylalkohol und Pepton als einzige Kohlenstoffquelle entsteht 
jedoch nach Ehrlich (1. c.) die Fumarsaéure in den Kulturen von Mucor 
stolonifer gar nicht oder nur in Spuren. Die spurenweise Bildung von 
Fumarséure auf Glycerin in einzelnen Versuchen erklart Hhrlich dadurchi, 
daB auch in solchen Lésungen stets glykogenhaltiges Pilzmycel e:tsteht, 
das Glucose in die Fliissigkeit entsendet. 





Saurebildung bei den Pilzen. 


Zusammenfassung. 


Die Gluconsaure bildet bei den Aspergillaceen ein ebenso iibliches 
Produkt der oxydativen Zuckerumwandlung wie Citronen- und Oxal- 
sdure. 

Unter relativem Stickstoffmangel und in Gegenwart von Calcium- 
carbonat 1aBt sich die Gluconsiure in den Pilzkulturen auf Zucker 
meistens in betrachtlicheren Mengen als die iibrigen Sauren nachweisen. 

Bei denselben Bedingungen ist es gelungen, in den Kulturen von 
Mucor stolonifer nur Fumar- und Oxalsaiure nachzuweisen, d.h. die 


Sauren, die bei diesem Pilze auch von anderen Forschern gefunden 
worden waren. 





Uber die Elektrolytkoagulation der Kolloide. 


IV. Mitteilung: 
Elektrometrische und konduktometrische Titration von Mastixsolen. 


Von 
Adolph J. Rabinowitsch und Fri. R. Burstein. 
(Aus dem Karpow-Institut fiir Chemie zu Moskau.) 
(Eingegangen am 15. Januar 1927.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


In anderen Abhandlungen') dieser Reihe wurde der Koagulations. 
prozeB an Arsentrisulfidsolen mittels konduktometrischer Titration, an 
Ferrioxydsolen mittels elektrometrischer Titration verfolgt. Leider 


konnten auf keines dieser Objekte beide Methoden gleichzeitig an- 
gewendet werden, da das Arsentrisulfidsol die Platinelektrode ver- 
giftet, was die elektrometrische Methode unanwendbar macht; Ferri- 
oxydsole gehéren nicht zu den ,,acidoiden“ Solen, entwickeln wahrend 
der Koagulation keine neuen Wasserstoffionen (oder nur in unter- 
geordnetem Mae), was sie fiir die konduktometrische Titration un- 
geeignet macht. 

Daher suchten wir ein Objekt acidoider Natur, welches die An. 
wendung der Platinelektrode gestattet. Ein solches schien uns in 
Mastixsolen vorzuliegen. 

I. 


Die Mastixsole wurden auf zweierlei Weise bereitet. Kahlbawms 
..Mastix gepulvert wurde in 95- bis 96 grid. Athylalkohol gelést. Die 
erhaltene, etwa 5proz. Lésung wurde entweder in (bidestilliertes) 
Wasser eing-gossen (5: 100), oder, umgekehrt, es wurde Wasser dieser 
Lésung zug-geben. In beiden Fallen erhielten wir Mastixsole, die sich 
je nach der Bereitungsweise stark voneinander unterschieden. Be- 
zeichnen wir Mastixsole, welche durch EingieBen von Wasser in Alkohol. 
lésungen von Mastix erhalten worden sind, als a-Mastixsole und die- 


1) Erscheinen demniachst a. a. O. 
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jenigen. die umgekehrt durch EingieBen von Mastixlésung in Wasser 
hergestellt worden sind, als b-Mastixsole, so beobachten wir zwischen 
den beiden Arten Mastixsolen (nach der Filtration durch gewéhnliche 
analytische Papierfilter nicht zu kleinen Porendurchmessers) folgende 
Unterschiede : 

1. Bei der Titration mit Kalilauge ergeben die a-Sole eine fiir 
acidoide Sole typische Leitfihigkeitstitrationskurve mit einem klar 
ausgepragten Minimum (s. Abb. 1, Tabelle 1). Die 6-Mastixsole geben 


15 -__@ 
7000-2 





i 


70 











Abb. 1. Abb. 2. 


eine kontinuierlich aufsteigende Kurve, ohne jegliches Minimum oder 
Wendepunkt, was der Leitfaihigkeitstitration einer noch schwicheren 
Saure entspricht (s. Abb. 2). 


Tabelle I. 


Leitfahigkeitstitration von 40 ccm Mastixsol II (a) mit 0,005 n Kalilauge. 
R = 3000 Ohm. 





; 000 — ’ 
Temperatur al1000— a al Que Lauge 


a 
°C korr. auf Verdiinnung com 


. 
22.4 876.5 0.6039 0.6039 0,00 
22.4 379.5 0.5885 0.5886 0.10 
360.6 0.5639 0.5687 0,30 
354,8 0,5500 0.5564 0,59 
349.6 0.5375 0.5468 0,70 
345.3 0.5274 0.5397 0,99 
341,6 0.5188 0.53844 1,20 
342.0 0.5198 0.5397 1,59 
346.3 0.5300 0.5540 1,80 
357,8 0.5472 0.5765 2,10 
363.4 0.5710 0.6039 2.49 
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Unser Sol I, welches ein Gemisch von a- und 6-Mastixsol darstellte 
ergab eine Leitfahigkeitstitrationskurve, die einen Ubergang zwischen 
dem ersten und dem zweiten Typus darstellt (s. Abb. 3). Auf der Kurve 
sehen wir kein Minimum, sondern einen Wendepunkt. 


29, 2 
7000-2 








20 
Abb. 3. 


2. Fiihren wir die elektrometrische Titration der Mastixsole mit 
einer Pt-Wasserstoffelektrode oder einer Chinhydronelektrode durch. 
so erhalten wir die typische Titrationskurve einer mittelstarken Saure’) 
(s. Tabelle II, Abb. 4). 


Tabelle II. 


Elektrometrische Titration von 20 cem Mastixsol IT (a) mit 0,005 n Kalilauge 
mit Pt-Wasserstoffelektrode gegen gesattigte Kalomelelektrode. ¢ = 16,5". 





Lauge 
ccm 


mV mV 


464,4 : 0,00 
467,6 3, 0,10 
469,6 3, 0,20 
472,0 3, 0,30 
481.0 t 0,52 
1491,7 26 0,73 
503,0 46 0,93 
515,4 } 1,13 


eCnow 


$210 fo pp 
Cui : 
> > 





1) Wie bekannt (T7'schirch und Reutter, Arch. f. Pharm. 242, 104, 1888), 
enthalt Mastix eine Reihe mittelstarker einbasischer organischer Sauren: 
a- und §-Masticinsaéuren, C,,H,,0,; Mastikolsaure C,,H,,0,; a- und §-Ma- 
stikonsaéuren, C,,H,,O, u. a. 
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Der Endpunkt der Titration unserer Mastixsole mit Lauge in 
Gegenwart von Phenolphthalein als Indikator stimmt ziemlich gut 
mit dem der elektrometrischen Titration tiberein. 


70 ph 


/ 








20 ccm 30 


Abb. 4. 


3. Der Wendepunkt der elektrometrischen Titrationskurve liegt 
fiir a-Mastixsole bei viel gréBeren Laugenmengen, als dem Minimum 
der Leitfahigkeitstitration entspricht. Dies ist leicht verstandlich, 
wenn wir in Betracht ziehen, daB Mastix sich wie eine mittelstarke 
Séure benimmt, in welchem Falle, wie bekannt, das Leitfihigkeits- 
minimum keinesfalls mit dem Aquivalenzpunkt zusammenfillt ; ersteres 
tritt bei kleineren Laugenmengen auf und kann zur Feststellung der 
Aquivalenz der Saure nicht dienen. 

Fir 6-Mastixsole kann man einen solchen Vergleich nicht durch- 
fiihren, da bei ihnen das Leitfahigkeitsminimum iiberhaupt fehlt. 


4. Vergleichen wir die Wasserstoffionenkonzentrationen A der 
Mastixsole, die sich aus Leitfahigkeitsmessungen nach der bekannten 
1000 
Formel') h = = — ergeben, mit denjenigen, die sich aus der 
HT Ycol. 
Pu-Messung im Sol berechnen lassen, so finden wir auch in dieser Be- 
ziehung einen groBen Unterschied zwischen den a- und den 6-Mastix- 
solen. In den ersteren stimmen die beiden Werte sehr genau iiberein, 
wie aus Tabelle II] zu ersehen ist, in den letzteren bemerken wir dagegen 


1) Pauli und Semler, Kolloid-Zeitschr. 34, 145, 1924. 
Biochemische Zeitschrift Band 182. 
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Tabelle 111. 





Konduktometr. Wichteemnats j 
. a 


Sol. Bereitungs- poy endepunkt. P Pp 

Nr. coat & punkt(W’). ce aaa h, aus Leitfahigkeit 45 elektrom. m,. 
Lauge (0,005n) (9,005 n) pro Mes: = 
pro Liter Sol Liter Sol PH-Messung 


I at+h W 23,7 - 6,29.10-5 | 420 
(Mischung) 

Il a-Sol M 30.0 1,45. 1,45.10-* 3,84 
30,0 1,62. 1,62.10-* 3,79 

1,74.10-* | 3,76 
18, 8 (29. VII.) 9,55. 954.1075 4) 
21,: (11. VIII.) 1,67. 1,69.10-* § 3,77 
IV b-Sol iD ( 4. VIII.) 1,66. 1,45.10-5 4,84 

(11. VIII.) - 2,51.10-5 | 4,60 


Ill a-Sol 


eine grobe Diskrepanz, die vielleicht darauf zuriickzufiihren ist, dai 
die Voraussetzungen, die der Paulischen Formel zugrunde liegen, fii: 
die b-Sole nicht gelten. 

Wie aus dieser Tabelle II] ersichtlich, andert sich das h der Mastix. 
sole, nach beiden Methoden gemessen, allmahlich mit der Zeit. Das 
ist wahrscheinlich mit einem langsamen Ubergang von Mastixsiuren 
aus den Kolloidteilchen in wahre Lésung verbunden. 

5. Die b-Mastixsole filtrieren durch gewoéhnliche Papierfilter vie! 
langsamer als die a-Sole. Hirtere Papierfilter lassen ein fast durch- 
sichtiges Ultrafiltrat passieren oder sind fiir die 6-Mastixsole ganz 
undurchdringlich. . 

Stellen wir alle angefiihrten Eigenschaften der Mastixsole zu. 
sammen, so kénnen wir daraus schlieBen, dab 

a) die b-Sole schwichere Siiuren sind als die a-Sole. AuBer dem 
Unterschied in den konduktometrischen Titrationskurven folgt dies 
z. B. aus dem Vergleich der elektrometrischen Titrationskurven mit 
0,005 n Kalilauge (s. Abb. 4, Tabelle II und 1V) fiir das a-Mastixsol |! 
(20 ccm, s. Tabelle I1) und das b-Sol IV (40 ccm). Der Wert der Ordinate 
die der halben Menge der zur Neutralisation benutzten Lauge ent. 
spricht, ist gleich dem negativen Logarithmus der Dissoziations 
konstante der betreffenden Saiure. Wir haben es mit einer Mischung 
nicht sehr verschiedener Saéuren zu tun, die nicht elektrometrisch 
getrennt werden kénnen. Deshalb kénnen wir uns mit einer mittleren 
Dissoziationskonstante der Mischung begniigen. Bei dem a-Sol ist 
K ~2.10~°, bei dem b-Sol K ~ 2.10~°. 

Um diesen Unterschied in den Saurestirken zu erkliren, machen 
wir die Annahme, daB in der Wasser-Alkoholphase (Dispersionsmitte)) 
der Mastixsole die schwicheren Siuren léslicher sind als die stairkeren 
welche in den groBen Micellen (s. weiter unten) der b-Sole bleiben und 
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auf dem Papierfilter zuriickgehalten werden. AuBerdem wird die 
aktuelle Aciditat (h) der a-Sole dadurch erhéht, daB sie eine gréBere 
Menge Mastixséuren in echter wasser-alkoholischer Lésung enthalten 
als die 6-Sole. Dies ist leicht zu verstehen, wenn wir den zweiten Unter- 
schied zwischen den beiden Arten Solen in Betracht ziehen, nimlich dab 

b) die a-Sole viel kleinere Teilchen besitzen als die b-Sole. Dies 
folgt aus der viel leichteren Filtrierbarkeit der ersteren und wurde 
auBerdem durch Vergleich der ultramikroskopischen Bilder beider 
Sole bestatigt. Sol X (a) und Sol XI (6), aus gleichen Mengen Mastix 
bereitet (die Mengen Wasser und Alkohol waren auch fiir die beiden 
Sole gleich), wurden im Zeissschen Kardioidultramikroskop vor der 
Filtration miteinander verglichen. Sie zeigten einen auffallenden Unter- 
schied, besonders wenn sie vorher stark verdiinnt worden waren. Das 
zweite Sol enthalt eine viel klemere Anzah] Teilchen; ihre GréBe (Hellig- 
keit) ist nicht so regelmaBig wie im a-Sol; man findet unter ihnen einen 
groBen Teil hellerer (gréberer) Teilchen. Ein tuantitativer Vergleich 
wurde nicht ausgefiihrt, da der diffus beleuchtete Hintergrund auf die 
Anwesenheit unsichtbarer Amikronen hinweist. 


Bestehen die a-Sole aus kleineren Teilchen als die b-Sole, so wird 
leicht verstandlich, daB durch ihre gréBere Gesamtoberfliche die 
Uberfiihrung der Mastixsiuren in echte Lisung mit gréBerer Ge- 
schwindigkeit stattfinden kann. DaB ein solcher ProzeB sehr langsam 
vor sich geht, wird durch folgende Beobachtung wahrscheinlich gemacht. 
Sol 1X, ein typisches 6-Sol, erhielt nach dreimonatigem Stehen alle 
Eigenschaften der a-Sole: es gab ein scharf ausgeprigtes Minimum 
auf der Leitfahigkeitstitrationskurve, vollkommene Ubereinstimmung 
von h, mit h, usw. 

Bei der. Filtration der 6-Sole werden alle gréberen Mastixteilchen 
von dem Papierfilter zuriickgehalten; die Analyse (durch Trocknen 
bei 105°) zweier Sole, die nach den beiden Methoden aus gleichen Stoff- 
mengen hergestellt wurden, ergab fiir Sol X (a) bis 2,80 g pro Liter, fiir 
Sol XI (6) bis 1.95 g pro Liter. Mit den Teilchen wird auch ein Teil 
Wasserstoffionen, die die 4uBere Schicht der elektrischen Doppelschicht 
ausbilden, zuriickgehalten (Donnan-Effekt). Es gelangt also in das 
filtrierte b-Sol eine kleinere Menge H’-‘onen, was ihre niedrige h, und 
die Abwesenheit des Minimums auf der Leitfahigkeitskurve erklart. 


Fiihren wir die Elektrolytkoagulation der im vorigen Abschnitt 
mittels Laugentitration definierten Mastixsole durch, so finden wir, daB 
waihrend der Koagulation keine Ansiuerung stattfindet. 

Dies konnte an Mastixsolen nach zwei Methoden festgestellt werden. 

R* 
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Die konduktometrische (Leitfaihigkeits-) Titration geschah in 
iiblicher Weise, wie es in unserer zitierten Abhandlung an Arsentrisulfid- 
solen beschrieben ist. Als Beispiel méchten wir eine solche Titration 
des Mastixsols II] mit BaCl, anfiihren (s. Tabelle [V und Abb. 5). 


Tabelle LV. 


Leitfahigkeitstitration des Koagulationsprozesses von Mastixsol III mit 
0,01 n BaCl,-Lésung. R = 5000 Ohm. 





Temperatur a a/1000 —a 4/1000 — gore. Salzlésung 
korr. , auf Verdunnung com 


425,5 0,7406 7 0 
458,0 0,8450 
484,4 0,9396 
509,2 1,0375 
531,3 1,1336 
559,8 1,2267 
568,4 1,3170 
584,8 1,484 
599,5 1,4971 
612,6 1,5810 
626,2 1,6760 
654,0 1,8900 
677,9 2.1020 
701,9 2,3530 
715,2 2.5110 
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Abb. 5. 


Wie aus Abb. 5 zu ersehen ist, stellt die entsprechende Kurve 
nahezu eine Gerade dar'). Dies zeigt, daB waihrend des Koagulations- 


1) Die an einigen dieser Kurven zu ersehenden kleinen Abweichungen 
von dem linearen Gange lassen sich auf die wihrend der Koagulation statt- 
findende Anderung des Dispersitatsgrades, Temperaturschwankuagen usw. 
zuriickzufiihren. 
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prozesses keine Wasserstoffionen frei werden. Dasselbe Resultat wurde 
auch bei der Leitfahigkeitstitration von verschiedenen Mastixsolen mit 
KCl, Na,SO,, AIC, La(NOs)s, Th(NO,), erhalten. 

Dies konnte auch mittels einer anderen Methode, nimlich der 
elektrometrischen Titration, bestatigt werden, was durch Tabelle V 
illustriert wird. 

Tabelle V. 
Elektrometrische Titration von 20 ccm Mastixsol II mit 0,01 n BaCl,-Lésung 
mit Pt-H,-Elektrode gegen gesattigte Kalomelelektrode. ¢ = 16,7°. 





. Salzlosung - Salzlésung 
m'\ Pu prime mV Pu we 


462,8 3,76 0,00 464,3 3,7 ) 
3,77 0,20 465,0 3, y 
3,78 0,40 465,9 
3,79 0,60 466,6 
3,80 0,80 467,0 





Daraus sehen wir, daB wahrend des Koagulationsprozesses das py 
praktisch konstant bleibt, wenn wir die durch Verdiinnung des urspriing- 
lichen Mastixsols mit Salzlésung verursachte pg-Erhéhung beriick- 
sichtigen'). 

Dasselbe Resultat wurde auch schon von Tartar und Draves*) 
bei der Koagulation von Mastixsolen mit KCl gefunden. Dieses Salz 
gibt aber auch mit Arsentrisulfidsolen eine so schwache Ansauerung, 
daB sie an Mastixsolen leicht iibersehen werden kann. Es schien 
uns daher interessant, andere Salze in dieser Beziehung zu priifen, die 
an As,8,-Solen eine starke Ansauerung hervorrufen. Das Resultat 
aber fiel, wie gesagt, durchaus negativ aus. 

Dies zeigt, daB Mastixsole viel schwachere Sauren darstellen als 
Arsentrisulfidsole. Bei den letzteren haben wir*) gezeigt, daB der 
KoagulationsprozeB immer unter Abgabe von freien Wasserstoffionen 
stattfindet. Dies haben wir so gedeutet, daB die eingefiihrten Kationen 
die anfangs in den Micellen eingebetteten (gebundenen oder nicht- 
dissoziierten) Wasserstoffionen freisetzen. Bei den Mastixsolen ist dies 


1) Fiihren wir die elektrometrische Titration mit Lésungen stark hydro- 
lytisch gespalteter Salze aus; Al(NO,),, La(NO;), usw., so erhalten wir 
selbstverstandlich eine schwache Anséuerung, die durch Einfiihren der 


H*-Ionen mit der Salzlésung erklart wird. 
2) Journ. Phys. Chem. 30, 763, 1926. Ihre Mastixsole waren nach 


einer unserer Methode 6 entsprechenden Weise bereitet. 
8) A. J. Rabinowitsch, Zeitschr. f. physik. Chem. 116, 97, 1925; A. J. 
Rabinowitsch und W. A. Dorfmann, |. c. 
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nicht der Fall. Diese Sole stellen so schwache Siuren dar, da8 sie zur 
Salzbildung mit den betreffenden koagulierenden Kationen nicht 
fihig sind. Diese Kationen ersetzen nur diejenigen ,,freien“ Wasserstoff. 
ionen, die an den Micellen adsorbiert sind und den auBeren Belag der 
Doppelschicht bilden. Weiter geht der ProzeB nicht. 

Dies konnte auch durch einige analytische Adsorptionsmessungen 
wahrend der Koagulation bestatigt werden. Als Beleg fiihren wir den 
folgenden Versuch an. 100 ccm Mastixsol Il wurden mit 10 cem 0,01 n 
La(NO,),-Lésung, die 0,0094g La(NO), enthielt, koagulieré. Die 
Gewichtsanalyse des Filtrats nach der Koagulation ergab 0.0074 ¢ 
La(NO,),. Es wurden 1,85 . 10~* g-Aquivalent La [den aus der Lésung 
verschwundenen 0,0094 — 0,0074 = 0,0020 g La(NO,), entsprechend] 
von dem Koagulat mitgerissen. Sol II enthielt (s. Tabelle II!) 
1,7 .10-*g-Aquivalent freier Wasserstoffionen (aus dem pg berechnet) und 
6. 10-4 Gesamtwasserstoffionen (aus der elektrometrischen Titrations. 
kurve bestimmt). Die bei der Koagulation adsorbierte Menge La-lonen 
entspricht also mit geniigender Genauigkeit der Menge freier Wasser 
stoffionen im Sol. 

il. 

Die Koagulationswerte verschiedener Kationen, d. h. die minimalen 
Konzentrationen, die zur vollstandigen raschen Koagulation des 
Mastixsols geniigen, andern sich von Kation zu Kation in bekannter 
Weise: sie folgen angenahert der Regel von Hardy-Schulze. Wie dies 
an Arsentrisulfidsolen gezeigt wurde'), fallt der Koagulationswert mit 
der Wasserstoffionenkonzentration h nicht zusammen; bei allen Kationen 
ist der Koagulationswert (Kw) héher als h, und zwar um so mehr, je 
niedriger die Valenz des betreffenden Kations. Am kleinsten ist diese 
Diskrepanz bei dreiwertigen Kationen, Al, La usw., am gréBten bei 
einwertigen, K, Na usf. 

Dieses Verhalten kann durch folgende Tabelle VI illustriert werden 


Tabelle VI. 


Koagulationswerte verschiedener Kationen. 
Milligrammaquivalente pro Liter. 





SoleNr Nérei | Nérei h : ae 


kond. | elektr. gesamt =k Ba Al 


0,12 0.57 983 66 056 1.06 0.93 
0.0387 039° 75 60 :'°0583 — _ 0,98 


In der ersten Horizontalreihe dieser Tabelle werden Koagulations- 
werte mit den A-Konzentrationen eines a-Mastixsols (2,80 g Mastix 


1) A. Rabinowitsch und W. Dorjmann, |. ec. 
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pro Liter enthaltend) verglichen; in der zweiten Horizontalreihe wird 
ein solcher Vergleich fiir ein b-Sol (1,95 g pro Liter) durchgefiihrt. 


Die Koagulationswerte sind fiir alle Kationen héher als die 
aktuelle Aciditat (hj) des entsprechenden Sols. Fir dreiwertige Ionen 
ist die Differenz nicht groB ( etwa mi 5), mit Verminderung der 

rel 


Valenz des Kations wird sie immer gréBer und erreicht bei K den Wert 
Kw 
‘trei 

Im vorigen Abschnitt wurde gezeigt, daB die Adsorption der 
Kationen wahrend der Koagulation in einer dem Gehalt des Sols an 
freien H*-lonen aquivalenten Menge erfolgt. Andererseits hat sich 
ergeben, daB die eingefiihrten Kationen freie Wasserstoffionen in 
iquivalenter Menge ersetzen, ohne dabei (von hydrolytisch gespalteten 
Salzen abgesehen) die Reaktion des Sols zu andern. 


= 850. Noch gréBer sind diese Quotienten bei dem 6-Sol XI. 


Betrachten wir diesen Ersatz der Wasserstoffionen als erstes 
Stadium und unentbehrliche Bedingung fiir die Koagulation, so miissen 
wir schlieBen, daB diese Stufe in keiner Beziehung zur Regel von Hard y- 
Schulze steht. Hier spielt die Valenz des Kations keine Rolle, sondern 
tritt die Aquivalenz hervor. Nachdem alle freien H*-Ionen durch 
fremde Kationen ersetzt sind und sich salzartige Verbindungen') 


gebildet haben, kann die eigentliche Koagulation (Niederschlags- 
bildung) einsetzen. Hier ist die Valenz der Kationen (und zum Teil 
ihre individuelle Natur) maBgebend, was eben in der Regel von Hard y- 
Schulze Ausdruck findet. 


In dieser Beziehung folgen die Mastixsole den von uns*) an Arsen- 
trisulfidsolen festgestellten RegelmaBigkeiten vollkommen. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurden an Mastixsolen gleichzeitig beide Methoden an- 
gewendet, die von uns friiher zur Verfolgung des Koagulationsprozesses 
ausgearbeitet worden sind: die konduktometrische und die elektro- 
metrische Titration mit Lauge und mit Salzlésungen. 


2. Mastixsole, hergestellt durch EingieBen von Wasser in alkoholische 
Mastixlésung (a-Sole), unterscheiden sich von denjenigen, die durch 
EingieBen von alkoholischer Mastixlésung in Wasser (b-Sole) bereitet 
werden. 


1) Wir wollen an dieser Stelle nicht die alte Frage beriihren, ob es sich 
hier um rein chemische oder Adsorptionsverbindungen handelt, da zurzeit 
die Mittel zur Entscheidung dieser Frage fehlen. 

%) 1. «. 
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3. a-Mastixsole ergeben bei Laugentitration eine Leitfahigkeits. 
kurve mit scharf ausgeprigtem Minimum, dessen Lage jedoch von 
derjenigen des Wendepunkts auf der elektrometrischen Titrationskurve 
stark abweicht. 

4. b-Sole ergeben kein Minimum und keinen Wendepunkt auf den 
Leitfahigkeitstitrationskurven. 

5. Die Wasserstoffionenkonzentrationen, die nach der kondukto. 
metrischen und der elektrometrischen Methode bestimmt werden 
stimmen fiir die a-Sole ganz genau iiberein. 

6. Bei den 6-Solen ist dies nicht der Fall. 

7. 6-Sole lassen sich nur sehr langsam filtrieren. 


8. a-Mastixsole sind starkere Sauren als die b-Sole und bestehen 
aus kleineren Teilchen. 


9. Bei der Koagulation von Mastixsolen mit Salzlésungen findet 
keine Ansauerung statt. 

10. Die freien Wasserstoffionen des Sols werden einfach gegen 
eingefiihrte Kationen ausgetauscht. Die Mastixsole sind also viel 
schwachere Saéuren als Arsentrisulfidsole, aus welchen verschiedene 
Kationen simtliche Wasserstoffionen freizusetzen imstande sind. 


11. Verschiedene Kationen ersetzen Wasserstoffionen in Aqui- 
valenter Menge. Die Regel von Hardy-Schulze gilt fiir diesen Teil- 
prozeB nicht; sie charakterisiert den darauf folgenden TeilprozeB der 
Ausfallung der gebildeten salzartigen (oder Adsorptions-) Verbindungen 





Zur Kenntnis des intermediiren Purinstoffwechsels. 


I. Mitteilung: 
Fermentative Bildung von Harnsiurevorstufen im Blute. 


Von 
W. A. Engelhardt. 


(Aus dem Biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 15. Januar 1927.) 


DaB als unmittelbare Vorstufe der Harnsiure im Organismus die 
Oxypurine Xanthin und Hypoxanthin anzusehen sind, wurde schon 
seit langem, zuerst theoretisch, als wahrscheinlich angenommen, dann 
auch in zahlreichen und mannigfachen Stoffwechsel- und in vitro- 
Versuchen tatsichlich festgestellt. Es wurde angenommen, daB die 
Umwandlung unter dem EinfluB eines speziellen Ferments, der Xanthin- 
oxydase, sich vollzieht. In jiingster Zeit zeigten Morgan, Stewart und 
Hopkins), daB die Oxypurine unter dem EinfluB des oxydoreduzierenden 
Ferments der Milch (Schardingerenzym, Perhydridase) unter gleich). 
zeitiger Reduktion gewisser Wasserstoffakzeptoren (Methylenblau, 
Nitrate, molekularer Sauerstoff) zu Harnsiure oxydiert werden. Diese 
Befunde wurden von Bach und Michlin®) bestatigt und haben dahin 
eine bedeutende Erweiterung gefunden, daf es nachzuweisen gelang, 
die Oxypurine seien nicht bloB Sauerstoffakzeptoren, die nur unter 
gleichzeitiger Reduktion anderer Substanzen (etwa Methylenblau, 
Nitrate, O,) oxydiert werden, sondern daB sie unter dem Einflub der 
Oxydoredukase, unter streng anaeroben Bedingungen, in Abwesenheit 
jes licher anderer O-Akzeptoren einer hydrolytischen Oxydoreduktion — 


1) Morgan, Stewart and Hopkins, Proc. Roy. Soc. 94, 109. 
2) Bach und Michlin, Ber. 60, 82, 1927. 
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einer Art Dismutation — anheimfallen. Dabei entsteht Harnsiure, und 
es muB sich in aquivalenter Menge ein Reduktionsprodukt der Xanthin 
vase bilden, dessen chemische Natur vorlaufig unaufgeklart bleibt. 


Bei der Unvollkommenheit unserer Kennatnisse iiber den Mecha 
nismus und die Statte des intermedidren Purinstoffwechsels schien es 
mir von Interesse, nachzupriifen, ob im Blute Verbindungen vorhanden 
sind, welche unter dem EinfluB oxydoreduzierender Fermente (z. B. in 
den Geweben) in Harnsiure iibergehen kénnen, und wie sich der Gehalt 
an solchen Substanzen beim Aufbewahren des Blutes verandert. 


Damit waren aber fiir mich auch andere Fragen verkniipft, namlich 
die Frage nach der Muttersubstanz des Blutammoniaks und der an 
organischen Phosphorsiure. 


Es hat bekanntlich in letzter Zeit in einer Reihe bemerkenswerter 
Untersuchungen Parnas mit Mitarbeitern') nachgewiesen, daB im extra 
vasierten Blute eine rasche Zunahme des Ammoniakgehalts stattfindet. 
Die Bildung des Ammoniaks geht nach Parnas’ Versuchen auf Kosten der 
nichtkolloidalen Bestandteile des Blutes, ist aber nicht auf Desaminierung 
der Hauptbestandteile des ,.Reststickstoffes“, des Harnstoffs und der 
Aminoséuren®*), zuriickzufiihren. Vielmehr deutet schon Parnas*) daraut, 
daB8 man hier ,,an die Purinstoffe denken muB“, jedoch halt er deren Menge 
fiir zu gering, damit ihre Desaminierung die ganze Menge des sich bildenden 
Ammoniaks liefern kénnte. Aus den Versuchen Parnas’ geht weiter hervor, 
da8 die Ammoniakbildung beinahe ausschlieBlich an die Blutkérperchen 
gebunden ist und aus den nichtkolloidalen Bestandteilen unter dem Einflu8 
kolloidaler Stoffe sich vollzieht. Hamolyse und Fluoridzusatz iiben keinen 
merklichen Einflu8 auf den Vorgang aus. Ich hebe diese Befunde hier 
hervor, da ich spéter zu ihnen zuriickkehren werde. 


Andererseits haben in einer vor kurzem erschienenen Arbeit Rona und 
Iwasaki*) dargetan, daB im extravasierten Blute eine Anreicherung an 
anorganischer Phosphorséure stattfindet, die auf Kosten nichtkolloidaler 
P-Verbindungen verléuft und ebenfalls durch Fluoridzusatz unbeeinflubt 
bleibt. Die Phosphorséure soll aus esterartigen Verbindungen stammen, 
Naheres aber iiber ihre Muttersubstanz wird von den Autoren nicht berichtet. 
Ob sich die P-Abspaltung vorwiegend im Plasma oder in den Formelementen 
vollzieht, dariiber finden wir in der Arbeit keine Angaben ). 


In vorliegender Arbeit méchte ich iiber einen ProzeB berichten, der 
im Blute in vitro (und, aller Wahrscheinlichkeit nach, auch in vivo) 


1) Parnas mit Heller, Taubenhaus, Klisiecki, diese Zeitschr. 152. }. 
1924; 155, 247, 1925; 159, 298, 1925; 169, 255, 1926; 172, 442, 1926; 173. 
224, 1926. 

2) Parnas und Taubenhaus, |. c., 159. 

8) Parnas, |. c. 152. 

4) Rona und Iwasaki, diese Zeitschr 174, 293, 1926. 

5) Nach den Arbeiten von Lawaczek (diese Zeitschr. 145, 351, 1924) 
und Martland, Hansman und Robison (Biochem. Journ. 18, 1152, 1924) 
findet auch dieser ProzeB hauptsachlich in den Blutkérperchen statt. 
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verlauft, und der, wie ich glaube, mit der Bildung von Ammoniak und 
anorganischer Phosphorsaure verkniipft sein muB. Hauptsiachlich mub 
aber dieser ProzeB eine groBe Rolle beim Entstehen der Harnsaure und 
vielleicht auch im gesamten Purinstoffwechsel spielen. Es ist dies die 
Bildung von Harnsaurevorstufen, wahrscheinlich der Oxypurine Xanthin 
und Hypoxanthin. 


Als erster hat Scherer') berichtet, daB im Blute (bei Leukamikern) 
Hypoxanthin nachgewiesen werden kann. Diese Behauptung wurde zwar 
spiter von G. Salomon*) nicht bestatigt, jedoch machte der letztgenannte 
Forscher den héchst interessanten Befund, da®B, wihrend im frischen 
Aderla8blut Hypoxanthin nie aufgefunden werden kann, dieses Oxypurin 
stets im Leichenblut vorhanden ist. Es ist besonders bemerkenswert, dal 
Hypoxanthin auch im AderlaBblut, nach Aufbewahren desselben bei 
héherer Temperatur (24 bis 37°), sich nachweisen lieB, also im Blute neu- 
gebildet wurde. 

Im Jahre 1920 haben Bach und Sbarsky*) gezeigt, daB im Blute Sub- 
stanzen vorhanden sind, welche durch das oxydoreduzierende Ferment, 
unter gleichzeitiger Reduktion von Wasserstoffakzeptoren (Nitraten) 
oxydiert werden kénnen. Nachdem Hopkins und Mitarbeiter*) dargetan 
haben, daB auBer Aldehyden als Sauerstoffakzeptoren bei der Oxydo- 
redukasewirkung Xanthin und Hypoxanthin funktionieren kénnen, und 
Dixons*) eingehende Untersuchung gezeigt hat, daB, abgesehen von Alde- 
hyden, diese beiden Oxypurine (vielleicht noch in sehr geringem MaBe 
Adenin) die einzigen in Betracht kommenden Substrate der oxydierenden 
Wirkung der Oxydoredukase sind, lag es nahe, zu vermuten, daB eben diese 
Substanzen in den Blutkérperchen oxydiert werden. 


Dies waren die Grundlagen, auf denen ich meine Versuche aufbaute. 
Als erste Frage stellte ich mir die, ob im Blute tatsachlich Harnsiure- 
vorstufen vorhanden sind, die sich unter dem Einflu8 oxydoreduzierender 
Fermente in Harnsaéure iiberfiihren lieben. Weiter sollte nachgepriift 
werden, ob und unter welchen Bedingungen die Menge dieser Substanzen 
sich im Blute verindert. Sollte ein Anstieg der Xanthinbasen statt- 
finden, so mute das auf einer Desaminierung der Aminopurine und 
vielleicht einer vorhergehenden Spaltung von Nucleotiden beruhen 
Dadurch wire aber eine Quelle des Blutammoniaks*) und (vielleicht) 
der Phosphorsaure gefunden. 


1) Scherer, Verh. d. phys. med. Ges. zu Wiirzburg 1851. 

2) G. Salomon, Zeitschr. f. physiol. Chem. 2, 65, 1878 — 1879. 

8) A. Bach und Sbarsky. C. r. de la Acad. Soc. 171, 1175, 1920. 

*) Morgan, Stewart and Hopkins, Proc. Roy. Soc. 94, 109, 

5) Dizon, Biochem. Journ. 20, 703, 1926. 

*) Anmerkung bei der Korrektur. Inzwischen erschien eine Mitteilung 
von P.Gyérgy und Réthler (Klin. Wochenschr. 6, 24, 1927), die ebenfalls 
die Bildung des Ammoniaks bei der Autolyse auf Desaminierung von 
Nucleinsubstanzen zuriickfiihren. 
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Methodisches, 


Es wire gewifB am besten und sichersten, die etwa im Blute sich 
bildenden Xanthinbasen direkt zu bestimmen. Jedoch stehen keine Methoden 
zur Verfiigung, die eine derartige Bestimmung bei den in Betracht kommen- 
den duBerst geringen Mengen gestatten wiirden. Deswegen griff ich zu einer 
indirekten Methode, indem ich dem Blute Oxydoredukase zusetzte und 
die Menge der dabei gebildeten Harnsiure bestimmte. Man kann die auf 
diesem Wege erhaltenen Resultate gewili kaum als absolute Werte betrachten, 
wohl geben sie aber eine gute Vorstellung vom Gang der Prozesse. Bei de: 
absoluten Verwertung der Resultate mu8 man besonders in Betracht ziehen, 
da8B keine H-Akzeptoren zugesetzt werden, und, falls solche im Blute selbst 
nicht vorhanden sind’), so gewinnen wir im besten Falle nur die Halfte der 
Xanthinbasen als Harnséure wieder, da die andere Halfte reduziert werden 
muB. 

Als Oxydoredukase wurde beinahe in allen Fallen eine Lésung des 
Trockenpriparats des Milchferments [vgl. Sbarsky und Michlin*)] an- 
gewandt, welches mir liebenswiirdig von Dr. Michlin, dem ich auch hier 
meinen aufrichtigen Dank aussprechen méchte, zur Verfiigung gestellt 
wurde. In einigen Fallen wurde einfach frischer Rahm angewandt. Die 
Versuche wurden mit frisch gewonnenem defibrinierten Kaninchenblut, 
ohne Antiseptica- oder Pufferzusatz angestellt. Das Schema der Versuche 
war folgendes: Defibriniertes Blut (durch Herzstich oder aus der Ohrvene 
gewonnen) wird auf das Zehnfache mit destilliertem Wasser verdiinnt und 
zu jeder Bestimmung Proben zu 5ccm (entsprechend 0,5 cem Blut) ge- 
nommen. Zwei Proben (Kontrollen) kommen sofort ins kochende Wasser- 
bad auf etwa 3 Minuten, die iibrigen in den Brutschrank bei 37°. Eine der 
Kontrollproben dient zur Bestimmung des anfanglichen Harnsaéuregehalts, 
die andere zur Bestimmung des urspriinglichen Gehalts an Harnséurevor- 
stufen. In spéteren Versuchen, als es sich herausstellte*), da®B der U~-Gehalt 
durch den Brutschrankaufenthalt niemals merklich verandert wird, wurde 
die entsprechende Kontrolle meist weggelassen. Nach einem gewissen Zeit- 
intervall werden die Proben aus dem Thermostaten herausgenommen und, 
um den ProzeB abzubrechen, kurz aufgekocht (3 Minuten im Wasserbac), 
abgekiihlt und nun zur Bestimmung der Oxypurine fortgeschritten. Es wird 
iiberall (auBer den zur U~-Bestimmung dienenden Kontrollen) 0,25 ccm 
Oxydoredukaselésung bzw. Rahm zugesetzt, und die Probierréhrchen aui 
30 Minuten in ein Wasserbad von 56 bis 60° gestellt. Wahrend dieser Zeit 
volizieht sich die Umwandlung der Xanthinbasen in Harnsaure, welch letztere 
nunmehr nach Folin und Wu unter Anwendung des Benedictschen Arsen- 
phosphorwolframsaurereagens bestimmt wird. Es wird je 1 ccm 10proz. 
Natriumwolframat und */,;n H,SO, zugesetzt, durch Schleicher-Schiillsche 
Filter filtriert, vom Filtrate eine aliquote Menge, entsprechend 0,25 ccm Blut, 
mit 1 cem 5proz. Silberlactatlésung versetzt, der Niederschlag nach 10 Mi- 
nuten langem Stehen abzentrifugiert, durch Zusatz von 0,5 ccm 10proz. 
NaCl-Lésung in n/10 HCl zerlegt, nach Zugabe von 2 cem Wasser wieder 
ausgeschleudert. Ein aliquoter Teil des Zentrifugats wird mit Wasser auf 
2,5cem aufgefiillt, 2cem 5proz. NaCN-Lésung, 0,5 cem des Harnsiure- 


1) Diese Frage wird einer speziellen Untersuchung unterworfen. 

2) Sbarsky und Michlin, diese Zeitschr. 155, 486, 1925; 174, 116, 1926. 

3) In Gegensatz zu den von Bornstein und Griesbach (diese Zeitschr. 
101, 184, 1920) am menschlichen Blute erhaltenen Ergebnissen. 
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reagens zugegeben, nach 3 Minuten Verweilen im kochenden Bade rasch 
abgekiihlt und sofort im Authenriethschen Kolorimeter gegen einen ge- 
eichten Keil kolorimetriert. Als Vergleichsfliissigkeit zum Auffiillen des 
Keils gebrauchte ich eine wisserig-alkoholische Lésung von Kobalt- 
Ammonium-Rhodanid. Dieses Salz besitzt in rein wisseriger Lésung eine 
blaBrosa, in Alkohol eine tiefblaue Farbe. Versetzt man eine wisserige 
Lésung mit steigenden Mengen Alkohol, so erhaélt man alle Ubergangs- 
farben, und es gelingt leicht, durch Vorversuche eine Nuance zu erzielen, 
die sehr gut der bei der Benedictschen U~-Bestimmung auftretenden ent- 
spricht. Dies findet bei etwa 50 Proz. Alkohol statt. Ist durch vorsichtigen 
Wasser- bzw. Alkoholzusatz die gewiinschte Nuance erzielt, so wird der 
Keil sorgfaltig verkorkt und mit frisch bereiteter Harnséiurelésung kalibriert. 
Er ist, soviel ich urteilen kann, unbegrenzt haltbar. 

In den weiter unten angefiihrten Tabellen ist der gefundene U~-Wert 
auf 100 ccm Blut umgerechnet, also in Milligrammprozenten ausgedriickt. 
Es sei bemerkt, da8 bei mir das Benedictsche Reagens allein stets eine, 
wenn auch schwache Farbung ergab. Der dieser Eigenfairbung entsprechende 
Blindwert wurde stets von dem im Versuch erhaltenen Werte abgezogen. 

Vorversuche haben gezeigt, daB bereits 0,0lcem der angewandten 
Oxydoredukaselésung bzw. des Rahms die gleiche Menge Harnsa lieferten 
wie z. B. 0,25 cem. Um jedoch sicher zu sein, daB die Umwandlung méglichst 
quantitativ geschieht, wurde in allen Versuchen eben ein groBer Uberschu8 
an Ferment genommen (0,2 bis 0,25 cem). 


Versuchsergebnisse. 
Gehalt an Harnsdure und deren Vorstufen vor und nach dem Brutschrank- 
aufenthalt. 

Beim Aufbewahren des Blutes wihrend 6 Stunden im Thermostaten 
laBt sich keine wesentliche Veranderung des urspriinglichen U -Gehalts 
vermerken. Der urspriingliche Gehalt an Substanzen, die unter dem 
EinfluB von Oxydoredukase in Harnsiure iibergehen kénnen, ist auBerst 
gering. Nach 6 Stunden langem Verweilen bei 37° kann diese Menge 
auf das 100fache anwachsen. 


Tabelle I. 


Harnsaure in Milligrammprozenten. 





Nach Zusatz von | Ve 
Vorgebildet Ox ydoredukase nas aac 
erhalten . 


Urspringlich ...... 0,32 0,44 0,12 
Nach 6 Stdn. bei 37° . . 0,32 12,2 11,88 


Zeitlicher Verlauf der Bildung von Harnsdurevorstufen. 


Defibriniertes Blut, zehnfach mit Wasser Verdiinnt, kommt in den 
Thermostaten, es werden nach bestimmten Zeitintervallen Proben ent- 
nommen, im Wasserbad aufgekocht und weiter in Eis aufbewahrt, dann 
alle (auBer der Probe Nr. 8, die am nachsten Tage verarbeitet wurde) der 
weiteren Untersuchung unterworfen. 
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Tabelle Il. 


Nach Einwirkung von Oxydoredukase gefundene U~-Mengen 
in Milligrammprozenten. 





Dauer des Ver: Dauer des Ver- 
Probe weilens _ Probe weilens 
Nr, des Blutes bei 37° ™g-Proz. ( Nr. _ des Blutes bei 37°, ™*Proz. 


Stdn. Stdn. 
( 0.44 4 10.0 
9,6 6 12,2 
4,6 15.6 





5 
8,0 ; 24 9,0 


Da der Versuch nicht aseptisch durchgefiihrt wurde, kann dem 
Werte fiir 24 Stunden keine besondere Bedeutung zugeschrieben werden 
es ist mit der Méglichkeit bakterieller Zersetzung zu rechnen. In den 
anfinglichen Stadien weist der ProzeB einen standigen Verlauf auf 


EinflugB der Temperatur. 

Proben zu je 0,5 ccm defibrinierten Blutes, mit Wasser auf das Zehn- 
fache verdiinnt, werden 3 Stunden bei verschiedener Temperatur belassen, 
dann gleichzeitig aufgekocht und nach Einwirkung von Oxydoredukase auf 
den U~-Gehalt untersucht. 


Tabelle III. 





Das Blut 3 Stdn. aufbewahrt bei: 0° 17° 37' 56° Kontrolle 


ware: UO. i. tS 0,4 1,12 B 22 0,44 


Bei 0° laBt sich keine Neubildung der U -Vorstufen beobachten 
der Wert ist demjenigen des Kontrollversuchs gleich; bei 56° ist die 
Ausbeute geringer als bei 37° — offenbar findet bei dieser Temperatur 
eine teilweise Zerstérung der am Proze® beteiligten Fermente statt. 


Lokalisierung des Prozesses in den einzelnen Blutbestandteilen. 


Defibriniertes Blut wird scharf zentrifugiert, das Serum abgehoben 
die Blutkérperchen einmal mit etwa der 15fachen Menge physiologischer 
NaCl-Lésung nachgewaschen, abermals zentrifugiert. Es kommen in die 
Proben je 0,5 ccm Serum, Blutkérperchen bzw. Vollblut, alles mit 4,5 cem 
physiologischer Kochsalzlésung verdiinnt. 3 Stunden im Thermostaten 
aufbewahrt. Kontrollversuch mit Vollblut angestellt. Entsprechend dem 
hohen Chloridgehalt der Versuchslésungen, bei der Harnsaéurebestimmung 
2,5 cem Silberlactatlésung genommen. 


Tabelle IV. 





Zum Versuch genommen 0,5 ccm Serum Blutkérperchen Vollblut Kontrolle 


eaten o£ ee eS 0,32 5.6 3,6 04 
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Die Bildung der Harnsaurevorstufen ist praktisch ausschlieBlich 
an die Blutkérperchen gebunden. Beim Aufsaugen der Blutkérperchen 
fihrte ich die Pipette bis auf den Boden des Zentrifugenréhrchens, um 
hauptsichlich die Erythrocyten zu gewinnen. Es scheint mir wenig 
wahrscheinlich, daB an der Bildung der Xanthinbasen die Leucocyten 
in bedeutendem MaBe beteiligt seien. Vielmehr denke ich, daB der 
ProzeB sich in den roten Blutkérperchen vollzieht. 


EinjluB von Fluorid, Oxalat und Cyanid. 


Zu jedem Versuch werden zwei Proben zu 5 cem zehnfach mit Wasser 
verdiinnten, defibrinierten Blutes (= 0,5cem Blut) genommen.  Beide 
Proben verweilen im Thermostaten, es wird aber zur Probe ,,a‘ die zu 
priifende Substanz von Anfang an zugesetzt, zur Probe ,,b‘* dagegen erst 
nach dem Herausnehmen aus dem Brutschrank. Die zweite Probe wird 
angestellt, wm den Einflu8 der untersuchten Substanzen auf den weiteren 
Verlauf der Bestimmung klarzulegen, was durch den Vergleich mit einer 
weiteren, gleichzeitig ohne jeglichen Zusatz angestellten Probe méglich wird. 


Tabelle V. 





NaF, 2 Proz. Na-Oxalat, 2Proz. NaCN, m/100 
0,5 com 0,5 com Kontrolle 


Zusatz: H,O 0,5 com 
a b a b e b 
mg-Proz. U- 10,0 8.9 10.9 8.0 99 42 44 OF 


Fluorid und Oxalat beeinflussen den ProzeB ganz unwesentlich, 
Cyanid hemmt augenscheinlich nicht die Bildung der Harnsiure- 
vorstufen (die Werte in ,,a‘‘ und ,,b“ sind praktisch gleich), stért aber 
entweder die Wirkung der Oxydoredukase oder der endgiiltigen Harn- 
siurebestimmung (etwa bei der Silberfillung). 


EinfluB der Hadmolyse. 


Zwei Blutproben zu 0,5 ccm werden versetzt, die eine mit 2,25 ccm 
1,7proz. NaCl-Lésung, die andere mit der gleichen Menge destillierten 
Wassers. Nachdem in der zweiten Probe die Hiamolyse sich vollzogen 
hat, wird zur ersten 2,25 cem Wasser, zur zweiten 2.25 cem der Na(Cl- 
Lésung hinzugefiigt. Die endgiiltige Zusammensetzung der beiden 
Proben ist die gleiche. Beide kommen in den Thermostaten auf 
2), Stunden und werden dann in iiblicher Weise verarbeitet. Bei 
der Harnsiurefiilung wird die doppelte Menge (2 ccm) Silberiactat- 
lésung genommen, entsprechend dem hohen Chloridgehalt. 


Tabelle VI. 





Probe Hamolysiert Nicht hamolysiert 


mg-Proz. U-. 2.6 2.5 
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Es laBt sich kein EinfluB der Hamolyse feststellen. Die verhaltnis 
maBig geringe Ausbeute an Harnsiure ist vermutlich auf die stérende 
Wirkung der Chloride bei der Isolierung der Harnsiure zuriickzufihren. 


Diskussion. 


Der indirekte Weg, auf dem ich bei meinen Versuchen die An. 
wesenheit der Harnsiurevorstufen bestimmte, scheint mir zugleich 
auch gewisse Vorteile zu besitzen, da er gerade diejenigen Substanzen 
zu fassen erlaubt, aus denen physiologisch, unter dem EinfluB der 
oxydoreduzierenden Fermente der Gewebe, die Harnsaure entstehen 
muB. Es ist vorliufig nicht mit Sicherheit zu entscheiden, ob wir 
dabei mit freien Oxypurinen oder deren Nucleosiden zu tun haben. 
Jedenfalls miissen sie letzten Endes aus den Aminopurinnucleosiden 
bzw. -nucleotiden herstammen. 


In der Literatur lieBen sich keine Hinweise auf das Vorhandensein 
von Nucleosiden im kreisenden Blute finden. Thannhauser') meint, es werden 
nicht freie Purine, sondern Purin-Kohlehydrat-Phosphorséurekomplexe, 
also Nucleotide, aus dem Darm resorbiert, und eben sie gelangen auch in 
den intermediaéren Stoffwechsel. Jackson*) hat auch direkt die Anwesenheit 
von Adeninnucleotid im Blute nachgewiesen. Wenn tatsichlich die 
Nucleotide als Quelle der Harnséure im Blute dienen, so mu8 ihre Um- 
wandlung in die unmittelbaren Vorléiufer der Harnséure, das ist in die 
Xanthinbasen oder deren Nucleoside, wenigstens einen Teil der sich im 
Blute in vitro bildenden Phosphorsaure liefern. Was die zweite Stufe des 
Prozesses betrifft, nimlich die Desaminierung, so kann diese sowohl an 
freien, etwa durch Zerfall der Nucleoside. entstandenen Aminopurinen 
stattfinden, oder aber noch vor einer solchen Spaltung, also an den 
Aminopurinnucleosiden selbst. Nach Versuchen von Amberg und Jones*) 
scheint die zweite Méglichkeit wahrscheinlicher zu sein, da es sich fest- 
stellen lieB, daB z. B. Schweineleber aus Nucleinséure primar Xanthosin 
bildet, welches durch weitere Hydrolyse Xanthin liefert; ebenfalls vermag 
Hundeleber nicht aus freiem Adenin Hypoxanthin zu bilden, wohl aber 
aus dessen Nucleotid, offenbar auf dem Wege iiber Adenosin und Inosin. 
Auch aus ihren Stoffwechselversuchen mit Adenosin und Guanosin schlieBen 
Thannhauser und Bommes*), daB ,,als intermediare Vorstufen der Harn- 
siure im Stoffwechsel die Purinzuckerverbindungen anzusprechen sind”. 
An diesen vollzieht sich die Desaminierung und vielleicht auch die Oxy- 
dation, so daB die Zuckerabspaltung erst nach der Bildung der Harnsaéure 
zustande kommt. Mit dieser Annahme wire der Befund von Davis und 
Benedict*) in Einklang zu bringen, welche eine mit Silber nicht fallbare 
Harnsaéure-Pentoseverbindung aufgefunden haben. Allerdings kommt 
Thannhauser in einer spaiteren Arbeit*) zu dem SchluB, daB gleichzeitig 


1) Thannhauser und Czoniczer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 110, 307. 1920. 
2) Jackson jr., Journ. of biol. Chem. 9%, 529, 1924. 

3) Amberg und Jones, Zeitschr. f. physiol. Chem. 73, 407, 1911. 

4) Thannhauser und Bommes, ebendaselbst 91, 336, 1914. 

5) Davis und Benedict, Journ. of biol. Chem. 45, 1921. 

*) Thannhauser und Ottenstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 114, 17, 1921. 
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mit der Desaminierung (vielleicht infolge letzterer) die Purin-Zuckerbindung 
zerfallt. Es entstehen deswegen bei der Umwandlung der Nucleoside weder 
freie Aminopurine, noch Oxypurin-Nucleoside, sondern nur freie Xanthin- 
basen, und als weitere Oxydationsstufe Harnsaure. 


Ich neige eher auch der Meinung zu, daB nicht die freien Amino- 
purine, sondern ihre Nucleoside desaminiert werden. Ich konnte 
nimlich bei Zusatz von Guanin zum Blute keine Steigerung der Bildung 
von Harnsiurevorstufen beobachten, es wurde demnach das Guanin 
offenbar nicht desaminiert. Jedoch sind die diesbeziiglichen Versuche 
nicht zahlreich genug, um aus ihnen sichere Schliisse zu ziehen, und die 
Frage muB Gegenstand weiterer Untersuchungen bleiben. 


Wenn wir uns jetzt meinen Versuchsergebnissen zukehren, so méchte 
ich vor allem darauf aufmerksam machen, da8 die hier beschriebene Bildung 
von Harnséurevorstufen viel gemeinsames mit der von Parnas unter- 
suchten Ammoniakbildung hat. Als besonders bedeutungsvoll betrachte 
ich den Umstand, daB8 beide Prozesse sich vorwiegend oder sogar aus- 
schlieBlich in den Formelementen des Blutes vollziehen. Weiter sei bemerkt, 
daB Hamolyse in beiden Fallen gar keinen, Fluoridzusatz héchstens nur 
einen ganz unbedeutenden hemmenden EinfluB auf die Prozesse ausiibt. 
Es hangen somit beide nicht von der Intaktheit der Zellenstruktur ab, 
stehen auch nicht in Zusammenhang mit den glykolytischen Prozessen. 
Es sei hier erinnert, da8 nach Ronas Versuchen der Fluoridzusatz auch die 
Abspaltung von freier Phosphorséiure unbeeinfluBt 148t. Eine Hemmung 
des Prozesses durch Cyanid (bei einer Endkonzentration desselben m/1000) 
lieB sich nicht beobachten. Die Anwesenheit von Ca-Ionen ist, nach den 
Versuchen mit Oxalatzusatz zu urteilen, auch fiir den Proze8 belanglos. 

Mit allem Vorbehalt und wohl bewuBt dessen, wie wenig die an- 
gewandte Methode fiir quantitative Ziele geeignet ist, méchte ich mir 
jedoch erlauben, folgende Berechnungen anzufiihren: sollte ein halbes 
Milligrammol Adeninnucleotid, in 100 ccm Blut enthalten, einer Spaltung, 
Desaminierung und Oxydation bis zur Harnséure anheimfallen so mii®ten 
dabei 8,4 mg-Proz. Harnséure, 0,85 mg-Proz. NH, und 7,1 mg-Proz. P,O, 
im Blute auftreten. In meinen Versuchen konnte nach 3 Stunden langem 
Aufbewahren bei 37° zwischen 4,8 und 8,4 mg-Proz. Harnséure erhalten 
werden, was vielleicht der Bildung einer doppelten Menge Xanthinbasen 
entspricht. Bei Parnas finden wir nun nach etwa derselben Zeit (allerdings 
bei 20°) Zahlen von 0,644, 0,65; nach 4 Stunden bei 20° 0,78 mg-Proz. N Hs. 
Und endlich in der Arbeit von Rona und Iwasaki wird nach 3 Stunden bei 
37° eine Neubildung von 3 bis 4 mg-Proz. P,O, beobachtet. Wir sehen, dali 
wenigstens der GréBenordnung nach die angefiihrten Zahlen die oben aus- 
gedriickte Annahme zu berechtigen scheinen, da8 der Ursprung der sich im 
Blute bildenden NH, und anorganischer Phosphorsdure in einer Spaltung 
und Desaminierung von Nucleotiden liegen kann. 

Als diese Arbeit schon druckfertig vorlag, erschien die héchst inter- 
essante Mitteilung von Euler und Nilsson'), denen es gelang, im Blute, und 
nimlich in den Erythrocyten, betrachtliche Mengen Cozymase nachzuweisen. 
Soweit nach den Arbeiten Eulers die Cozymase gleichzeitig als Coferment 
der Oxydoredukase dient, letztere Eigenschaft aber auch den Harnséure- 


1) H. v. Euler und Nilsson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 162, 63, 1926. 
Biochemische Zeitschrift Band 182. 9 
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vorstufen zukommt, drangt sich von selbst die Vermutung auf, ob nicht 
eben in diesen Substanzen die Cozymase zu suchen ist. Dafiir wiirde auch 
der auBerordentlich hohe Cozymasegehalt der nucleinreichen Végel- 
erythrocyten sprechen. In gelegentlich angestellten orientierenden Versuchen 
konnte ich beobachten, daB im Vogelblut neben groBen Mengen freier 
Harnséure, auch bedeutend mehr an vorgebildeten Harnséurevorstufen 
vorhanden ist als im Kaninchenblut. 


Zusammenfassung. 

1. Wird defibriniertes Kaninchenblut aufbewahrt, so bilden sich 
in ihm Substanzen, welche unter dem Einflu8 von oxydoreduzierenden 
Fermenten in Harnsiure iibergehen. 

2. Die Bildung der Harnsiaurevorstufen ist an die Formelemente 
wahrscheinlich an die Erytbrocyten, gebunden. 

3. Bei 0° 14Bt sich die Bildung der U -Vorstufen nicht beobachten 
Sie erreicht bei 37° ihr Maximum, bei 56° nimmt sie wieder ab. 

4. Der ProzeB wird durch Fluorid-, Oxalat- bzw. Cyanidzusatz 
auch durch Haimolyse nicht wesentlich beeinfluBt. 

5. Es wird auf die Wahrscheinlichkeit hingewiesen, da8 der beob- 
achtete Proze8 zugleich als Ursache der Ammoniakbildung und der 
Bildung von anorganischer Phosphorsiure im Blute in vitro dienen kann 
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Uber die Absorption des Lichtes durch die Blatter 
der Pflanzen und die Absorption von Chlorophylliésungen. 


Von 


P. Lasareff. 
(Aus dem Institut der Physik und Biophysik zu Moskau.) 
(Eingegangen am 15. Januar 1927.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Fir die Erforschung der Probleme der photochemischen Re- 
aktionen in griinen Blattern der Pflanzen ist es interessant, einen Ver- 
gleich der Absorption der Blatter mit derjenigen der Chlorophyll- 


lésung anzustellen. Bis jetzt war es bekannt, daB qualitativ das Absorp- 
tionsspektrum des Chlorophylls und das Spektrum des Blattes identisch 
sind und in denselben Gegenden des Spektrums die Absorptionsmaxima 
zeigen. Es wire interessant, eine quantitative vergleichende Unter- 
suchung dieser Spektra vorzunehmen. 


Die Methode. 


Die Methode der Erforschung der Absorption der Blatter bestand 
darin, daB ein frisches Blatt einer Pappel B in einen engen Trog 7 
gesetzt wurde, welcher mit Wasser gefiillt ist (Abb.1). 7 
Dieser Trog ist vor eine Spalte Sp des Lummer- — — 
Brodhunschen Spektrophotometers gestellt'). = SP 

Eine zweite Spalte wurde mit der Lichtquelle be- 4 
leuchtet. Die von dieser Quelle ausgehende Licht- 
intensitét kann mit Brodhuns*) SektorenmeBvorrichtung gemessen 
und abgeschwicht werden. Die ganze Anordnung ist mit der- 
jenigen identisch, welche ich bei der Absorption von Farbstoffen 
gebraucht habe’). 


Abb. 1. 


') O. Lummer und E. Brodhun, Zeitschr. f. Instrkde. 12, 132, 1892. 
2) E. Brodhun, Zeitschr. f. Instrkde, 14, 310, 1894. 
3) P. Lasareff, Ann. d. Phys. (4) 87, 813, 1912. 
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Bei der Untersuchung der Chlorophyllésungen wurde ein alkoholi- 


scher Extrakt von trockenen Blattern einer Brennessel bereitet, die 


zuerst mit Benzol begossen und dann mit Alkohol extrahiert wurden; 
nach der Filtration wurde der alkoholische Extrakt bei einer passenden 
Verdiinnung in denselben Trog eingegossen, in welchem das frische 
Blatt sich befand. 


Die Versuche, direkt die relative Intensitaét des durchgehenden 
Lichtes zu messen, gestatten uns, wenn wir J, die Intensitat des 
auffallenden Lichtes, J, die Intensitét des Lichtes, die durch unsere 
Priparate durchgegangen ist, nennen, die GréBe J,/J, experimentel! 
zu messen und daraus die relative absorbierte Energie A = 1 — J,/J, 
zu bekommen. (Maximale absorbierte Energie ist gleich 1). 


Tabelle I. 





4 || 502 | 514 | 528 543 559 | 576 | 585 | 595 | 606 617 630 | 644 660 680 78) 
A | 0,42 | 0,30 | 0,36 | 0,38 | 0,44| 0,52 0,60 0,64 0,72 |0,74| 0,77 0,89 0,97)0,80 0,37 


Tabelle Il. 





jA 445 472 | 502 535 | 576 595 | 617 630 | 644 660 680 
* \A 1,000 | 0,998 | 0,998 | 0,992 | 0,994 0,994 | 0,995 | 0,995 | 0,996 | 0,997 0,998 


— | 585 | 576 595 | 617 | 630 | 644 | 660 | 680 780 
— (0,993| 0,993 0,993 0,993 0,994 0,995 0,997 0,996 0,993 


445 472 | 502 535 576 595 630 680 | 730 780 — 
1,000 | 1,000 | 0,998 | 0,995 | 0,994 0,997.) 0,998 | 1,000 | 1,000 0,996 





Diese GréBe wurde in Tabelle I und IL wiedergegeben, wobei die 
Tabelle I die Absorptionsverhaltnisee bei Chlorophyllésung, die Tabelle I! 
die Absorptionserscheinungen bei frischen Blattern (a, b, c) darstellt 
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Die in den Tabellen I und II angefiihrten Daten sind graphisch 
in Abb. 2 dargestellt, wobei die Abszissen die Wellenlingen, die Ordi- 
naten A sind. 

Die Absorption von Blattern wurde in 20fachem MaBstab gegeben, 
im Vergleich zu der Absorption der Chlorophyllésungen. 

Aus der Abb. 2 kénnen wir ersehen, daB die Lagen der Absorptions- 
maxima der Lésungen und der Blatter eine approximative Uberein- 
stimmung aufweisen, wobei auch die sekundiren Maxima in einigen 
Kurven existieren, welche im Chlorophyllspektrum vorhanden sind. 

Die Absorption im griinen Blatte ist sehr groB, und nur 1 bis 2 Proz. 
der auffallenden Energie kénnen durch das Blatt gehen. Wir kénnen 
infolgedessen das Blatt als einen absolut schwarzen Kérper betrachten. 





Uber das Wesen der Autolyse. 


VII. Mitteilung: 
Beitrige zur Kenntnis der Organautolyse. 


Von 
0. Steppuhn und Y. Duret-Delage. 
(Aus dem staat]. Chemo-Pharmazeutischen Forschungsinstitut in Moskau.) 


(Eingegangen am 15. Januar 1927.) 


In einer friiheren Mitteilung') haben wir berichtet, da8 unter 
gewissen Bedingungen, namentlich Schilddriisenfiitterung, die Autolyse 
ganzer Tiere (Mause) einen enormen Anstieg erleidet, und zwar wie 
im Tryptase-, so auch im Pepsinasebereich ; andererseits war die Autolyse 


in saurer Pufferung in allen von uns beobachteten Fillen starker als 
in alkalischer Pufferung. Nun ist bei einem solchen in-toto-Versuch 
der Verdauungswert immer ein Mittelwert aus den Einzelwerten der 
autolysierenden Organe. Es kénnte ja sein, daB die iiberwialtigende 
Leberproteinspaltung geringere Werte im sauren Milieu, gegeniiber der 
tryptischen Verdauung, bei irgendwelchen Organen verdeckt. Es war 
somit interessant festzustellen, ob die Autolyse im sauren Milieu bei 
anderen Organen auch starker als im alkalischen Bereich oder bei 
praktisch neutraler Reaktion ist. Insbesondere interessierte uns die 
Bauchspeicheldriise; es war zu erwarten, daB deren Trypsin seine 
Tatigkeit in solchen Dimensionen offenbaren wiirde, daB die saure 
Autoproteolyse zuriickbleiben miiBte. DaB dieses nicht der Fall war 
wird man aus dem Weiteren ersehen. 

Methodisch wurde wie sonst [siehe friihere Mitteilungen, dies 
Zeitschr.')] verfahren: 10 bis 20 Proz. Gewebsemulsionen wurden unter 
Pufferung der Autolyse bei 37° fiir 2 bis 3 Tage iiberlassen. Die EnteiweiSung 
geschah mittels Kupfersulfat-Natronlauge, die Berechnung — wie in den 
vorhergehenden Mitteilungen — zeigt den Proteinzerfall in Prozenten an. 

Die Tabelle I gibt eine Vorstellung iiber das Verhaltnis zwischen den 
Verdauungszahlen im sauren und schwach alkalischen Milieu von 


1) Diese Zeitschr. 175, 471, 1926. 
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K\aninchenorganen, Tabelle II von Hundepankreas') und Niere. Einige 
Organe gelangten mehrere Male zum Versuch, in diesen Fallen gibt die 
Tabelle I Mittelwerte an. 

Tabelle I. 


Kaninchen. Dauer der Autolyse zweimal 24 Stunden. 





735 
75,9 
12,8 
Muskel 6,4 
Lunge ; 40,5 


Wie die Tabelle | zeigt, ist die Intensitaét des Proteinzerfalls fiir 
die einzelnen Organe recht verschieden, die absoluten Werte fiir Niere 
und Leber im sauren Milieu stehen an der Spitze und sind enorm; die 
Verdauung im tryptischen Bereich ist dagegen verschwindend klein, 
Muskelgewebe autolysiert iiberhaupt sehr schwach, aber auch hier ist 
die Proteinspaltung im sauren Milieu etwa fiinffach gegeniiber dem 
schwach alkalischen. Das Herzmuskelgewebe gibt ganz andere und 
einzig dastehende Zahlen; das Verhiltnis von Pepsinase zu Tryptase- 
verdauung ist nahezu = 1. Bemerkenswert ist es aber, daB wohl alle 
Organe, wie es scheint, Pepsinasen besitzen, deren Aktivitét immer 
gréBer ist als die der Tryptasen, was wohl nochmals die physiologische 
Bedeutung dieser Fermentgruppe und damit die Méglichkeit und Not- 
wendigkeit von Wasserstoffionenansammlung in einzelnen Teilen der 
Zelle bei EiweiBumsetzungen hervorhebt. 

Es seien nun unsere besonderen, der vergleichenden Pankreas- 
autolyse gewidmeten Versuche angefiihrt. 


Tabelle II. 


Dauer der Autolyse zweimal 24 Stunden. 





Niere 





7,6  f_a as | Pa = 76 
Proteinzerfall in Proz. 





26,25 58,65 4,98 
32,28 77,31 5,36 
40,49 69,26 7,11 
37,09 71,03 6,48 
47,29 76,12 8,08 
33,14 65,66 8,60 


* 


-_ 


SP ZSee 
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SSESI= 


oy 


1) Es wurde Hundepankreas autolysiert, weil der Autolyseversuch 
immer mit einem andersartigen, dessen Selbstzweck Pankreasexstirpation 
war, kombiniert wurde. 
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Schon aus dieser Tabelle ersieht man, daB die Bauchspeicheldriise 
im Vergleich mit anderen Organen enorme Tryptasenaktivitat besitzt. 
diejenigen Tryptasen, die bei entsprechender Verarbeitung des Organs 
das Pankreatin und schlieBlich Trypsin liefern. Es ist nicht verwunder. 
lich, wenn bei schwerer Pankreasschidigung eine Ausfuhr von Amino 
siuren in den Harn stattfindet, welche die Kliniker sonst besonders 
auch bei Leberschidigungen beobachten. Nun erhilt aber die Leber 
im Verhaltnis zum Pankreas nur ganz geringe Mengen Tryptasen, und 
wenn dort katastrophale EiweiBeinschmelzungen stattfinden, so ist 
immer damit zu rechnen, daB es die Leberpepsinasen besorgen; es ist 
auch ganz charakteristisch, daB Leberschidigungen — sei es durch 
Gifte wie Phosphor, Chloroform usw., oder durch innere, bekannte oder 
manchmal unbekannte Ursachen — stets von einer Acidosis begleitet 
sind. Diese Acidosis ist vielleicht gerade diejenige Optimalbedingung, 
welche den Pepsinasen freien Lauf gibt, denn sonst wire es nicht ver- 
standlich, weshalb Zellschadigungen anderer Organe nicht von einer 
gleichen NH,-Ausfuhr begleitet sind, wo doch die Verdauung im 
Pepsinasebereich der Niere z. B. mindestens so stark ist, wie die der 
Leber. In allen Organen haben wohl die Pepsinasen Arbeitsgelegenheit. 
was eventuell durch temporire oder momentane Ansammlungen von 
H-Ionen an bestimmten Punkten des Protoplasmas geschieht. Dauwernd: 
und 80 oft unphysiologische Acidosis ist natiirlich ein davon gdnzlich 
verschiedener ProzeB. Man kann eben nicht umhin, zu behaupten, 
daB alle Leberschidigungen mit Glykogenverarmung, sicher mit Fett- 
einwanderungen und dann mit Ketonkérperacidosis einhergehen. Wir 
wissen nicht, ob andere Organe Ketonkérperspender sind; fiir die 
Leber ist es sicher. Es muB auch noch in Betracht gezogen werden, 
da8 wir das saure Milieu willkirlich iiberall mit py = 3,8 gewiahlt 
haben. Fiir die Leber ist es ungefihr die optimale Wasserstoffionen- 
konzentration der Pepsinasen, fiir andere Organe braucht es ja nicht 
der Fall zu sein, somit ware bei gefundenem Optimum eine noch starkere 
Verdauung zu erwarten. 

Wir wollen noch einige Versuche tiber Pankreasautolyse bei 
pu = 3,8, 7,1, 7,6 und Wasser anfiihren (Tabelle III). Es ist bezeichnend 
und nur fiir dieses Organ giiltig, soweit uns bekannt, daB die 
Autolyse im Wasser noch stdrker ist als im sauren Milieu. Dieses 
ist dadurch zu erkliren, daB beim Beginn der Autolyse die Tryptase 
eine ausgiebige Spaltung vorbereitet, was auch schon daraus er- 
sichtlich ist, daB die Verdauung bei pa = 7,1 geringer ist als bei 
pu = 7,6; wenn spiter die Eigenpufferung durchbrochen ist, dann 
tntt die Pepsinase in ihre Rechte und lést weitere Proteinbruch- 
stiicke ab. Bei anderen Organen ist ein solches Tryptasenstadium 
verschwindend klein. 





Autolyse. VII. 


Tabelle II. 





Dauer der Autolyse Py = 38 Pu 7, Wasser 


3 Tage 62,4 5, 74,6 
ss 53,2 36 5, 66,7 


Be 65,0 A 55, 72.9 


Wir muBten weiterhin die Gewibheit gewinnen, daB die grobe 
Tryptasenaktivitat des Pankreas tatsichlich vom Trypsingehalt des 
Organs herstammt. Es kénnte gut méglich sein, daB gerade der Trypsin- 
gehalt Vorrichtungen verlangt, um gegen jede mégliche Lasion der 
Zellen, welche mit einem Durchbruch der tryptischeh Verdauung 
intracelluldér einhergehen wiirde, zu arbeiten. Wir muBten mit anderen 
Worten entscheiden, ob Pankreatin, z. B. zu einem Pankreasautolysat 
zugegeben, die Verdauung der Driise erhéht. Es ist tatsiichlich der 
Fall; wenn wir die Tabelle IV betrachten, so sehen wir, daB zugesetztes 
Pankreatin die Verdauung bei pag = 7,6 ganz enorm erhéht hat; es ist 
somit kein Zweifel, daB die Pankreasdriise keine Verrichtungen gegen 
Eigentrypsinwirkung besitzt und daB das Trypsin den starken Protein- 
zerfall im alkalischen Milieu bedingt. 


Tabelle IV. 


0,2 Proz. Pankreatin, davon 1 Proz. Driisengewicht hinzugegeben. 





Pa = 3,8 Pu 7,6 


~ ohne Pankreatin. zy mit Pankreatin 





ohne Pankreatin :a mit Pankreatin 


60,71 | 5.2! 47,29 | 63,95 
57,37 8,38 33,14 | 50.25 


51,96 80,57 30,50 69,25 


Merkwiirdigerweise wird bei der sauren Pufferung mit Zusatz von 
Pankreatin mehr verdaut, als ohne Pankreatin. Dieses l48t daran denken, 
da8 das Pankreatin auch eine Pepsinase enthalt, was von der Zubereitungs- 
art abhingen mu. Bei der anfanglichen Fallung des Driisenextrakts mit 
Alkohol geriit die Pepsinase natiirlich mit in den Niederschlag. 

Fassen wir die dargebrachten Versuche nochmals kurz zusammen, 
so sehen wir, daB in allen von uns untersuchten Organen die Verdawung 
im Pepsinasebereich dominiert, besonders bei Leber und Niere. Es muB 
den Organpepsinasen eine besondere und wichtige physiologische Rolle 
zugeschrieben werden, besonders wenn man in Betracht zieht, daB bei 
erhéhtem N-Umsatz auch die Aktivitét der Pepsinasen enorm steigt 
(l.¢.). Diese physiologische Rolle kann natiirlich nur bei /okaler 
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Sduerung an gewissen Stellen des Zellprotoplasmas ausgespielt werden: 
diese Saiuerung ist recht bedeutend (pg = 3 bis 4). 

Die Bauchspeicheldriise ergibt auch im Tryptasenbereich sehr grojic 
Verdauungszahlen, was durch Eigentrypsin der auBeren Sekretion 
bedingt wird. Es ist verstindlich, daB bei Zellisionen des Pankreas 
die Driise einer Verdauung durch diese Fermentmassen anheimfallen 
kann, desto mehr, daB die Organzellen keine Abwehrkrifte dagegen 
besitzen (Tabelle IV). 

Die Leber, arm an Tryptasen, ist ein reiches Pepsinasendepot, die 
Ausfuhr von Rest-N bei Leberschidigungen ist ein Resultat der 
Pepsinasearbeit, vielleicht hervorgerufen und reguliert durch einher- 
gehende Ketonkérperacidosis. 
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Die Beziehung des Katalasesystems 
zu den Qxydationsvorgingen in den Tiergeweben. 


Von 


L. Stern. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Moskau.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1927.) 


Im Jahre 1901 ist von Loew (42) der Beweis erbracht worden, dab 
die Zersetzung des H,O, durch Tier- und Pflanzengewebe von einem 
spezifischen Ferment bewirkt wird, dem er den Namen Katalase gab. 
Seit dieser Veréffentlichung haben sich zahlreiche Forscher mit dem 
Studium dieses Ferments beschaftigt, und die Zahl der Arbeiten wachst 
mit jedem Tage. Nicht nur die Physiologie und die Biochemie, sondern 
auch die Pharmakologie, die Pathologie und nicht als letzte die Klinik, 
haben dieser Frage ihre Aufmerksamkeit zugewandt. Die Kinetik 
sowie die physikalischen und chemischen Eigenschaften der Katalase 
sind genau erforscht, aber iiber die Rolle dieses quasi ubiquitiren 
Ferments weiB man heute noch ebensowenig wie im Anfang, trotz der 
zahllosen Untersuchungen, die sich gerade mit dieser Seite des Problems 
befaBt haben. Zahllose Hypothesen sind von den _ verschiedenen 
Forschern aufgestellt worden, aber keine einzige hat sich bisher als 
vollig befriedigend erwiesen. 

Eines steht fest, niaimlich, daB die Katalase in allen daraufhin 
untersuchten Geweben der aerob lebenden Tier- und Pflanzenorganismen 
vorhanden ist, waihrend sie bei den Anaerobiern vermiBt wird. Quan- 
titative Untersuchungen haben ergeben, daB die Verteilung dieses 
Ferments eine sehr ungleichmaBige ist, und daB bedeutende Unter- 
schiede nicht nur von einer Tierart zur anderen, sondern auch bei der- 
selben Tierart von einem Individuum zum anderen vorhanden sind, 
und selbst bei ein und demselben Individuum konstatiert man be- 
deutende Schwankungen des Katalasegehalts je nach den Bedingungen 
physiologischer oder pathologischer Natur. 

Bei der Ubiquitat dieses Ferments war es logisch, anzunchmen, daB 
die Katalase eine wichtige Rolle in den iiberall sich abspielenden 
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Prozessen spielen miisse, und, da man andererseits einen Zusammenhan y 
zwischen der Oxybiose und dem Vorhandensein dieses Ferments kor 
statiert hatte, drangte sich selbstverstandlich der Gedanke auf, dai 
es sich vorwiegend, vielleicht auch ausschlieBlich, um Oxydations 
prozesse handeln miBte. Dieser Gedanke ist nun allgemein geworde: 
und fast alle Forscher stimmen darin iiberein, daB die Katalase ein 
notwendiges Glied in der Kette der sich bei der Oxydation abspielende: 
Prozesse darstellt, aber in welcher Weise die Katalase eingreift 
ebenso unbekannt wie vorher. 

Bis jetzt kennen wir keine einzige Reaktion der Katalase auber 
der H,O,-Zersetzung. Die Wirkung der Katalase ist streng spezifisc! 
Kein anderes Peroxyd, weder organisches noch anorganisches, wird von 
der Katalase angegriffen. Die Versuche, die wir mit sehr aktiven 
Katalasepraparaten angestellt haben (9, 15), ergaben negative Resultate 
weder Oxydation noch Reduktion ist erzielt worden, keine Beein 
flussung der Oxydations- oder der Reduktionswirkung in vitro ist 
verzeichnet worden. 


In bezug auf die Wirkung in vivo (9, 10) haben wir zeigen kénnen, dal 
Einfiihren sehr groBer Katalasemengen in die Bluthahn von den Tieren 
sehr gut vertragen wird und zu keiner merkbaren Anderung des Stoff- und 
Energiewechsels fiihrt. Die Katalase scheint als solche absolut wirkungs|os 
ebensogut in vivo wie in vitro zu sein. 

Andererseits haben wir (11) konstatiert, da die direkt in die Blutbahn 
eingefiihrte Katalase ziemlich schnell aus dem Blute verschwindet, olin« 
in den Ausscheidungen (Harn usw.) zu erscheinen. Durch Abkiihlung der 
Tiere kann das Verschwinden der Katalase aus der Bluthbahn verzégert 
werden. Eine merkliche Anhiufung der Katalase in den verschiedenen 
Geweben haben wir nicht konstatieren kénnen. 

Nach FEinfiihrung von einer Katalasemenge, die um das Mehrfache 
den gesamten Katalasegehalt des Tieres iibersteigt. fanden wir nach 30 Mi 
nuten einen nur geringen Teil im Blute bzw. Plasma wieder ('/;9 bis ' 49 
und nach 2 Stunden ist simtliche eingefiihrte Katalase aus der Blutbahn 
verschwunden (9). 

Die Untersuchung der verschiedenen Gewebe auf ihren Katalasege}iait 
zeigt keine merkliche Steigerung desselben. Eine Ausscheidung durc! 
die Nieren lé8t sich nicht nachweisen. Im Harn findet man keine Spur von 
Katalase. Ubrigens andert sich das Bild durch Nephrektomie nicht im 
geringsten. Es scheint sich somit um eine Zerstérung oder Inaktivierun: 
der eingefiihrten Katalase durch das Blut und die anderen Gewebe zu hande!n. 

Die Méglichkeit einer solchen Inaktivierung der Katalase durch die 
Gewebe ist von uns in vitro (12) nachgewiesen worden. In den wasserigen 
Gewebeausziigen konnten wir bereits bei Zimmertemperatur eine deutliche 
Abnahme des Katalasegehalts wahrnehmen. Bei Kérpertemperatur ist <tiese 
Abnahme recht bedeutend und verliuft ziemlich schnell. In derselben 
Weise verschwindet auch die den Gewebeausziigen zugesetzte Katalase 
Diese von uns gemachten Beobachtungen sind in neuester Zeit von unsere 
Moskauer Mitarbeitern, die diese Frage einem eingehenden Studium unter! 
zogen haben, vollauf bestétigt worden. In ihren demniichst erscheinendcn 
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Untersuchungen konnten Belkina, Kremlew und Falk zeigen, daB bereits 
nach 10 Minuten ein betrichtlicher Teil der eingefiihrten Katalase aus dem 
islute verschwindet, und da®B die nach dem Verbluten und nachfolgenden 
Durchspiilen des Tieres untersuchten Gewebe nur einen kleinen Teil der 
Katalase adsorbiert zu haben scheinen. Unter allen daraufhin untersuchten 
Geweben zeigt die Niere die bedeutendste Steigerung ihres Katalasegehalts, 
die Leber und die Milz weisen eine weniger groBe Steigerung auf, und in 
len tibrigen Geweben ist der Katalasegehalt normal. Werden die Gewebe 
erst langere Zeit nach der Katalaseeinspritzung untersucht, so findet man 
keine Steigerung ihres Katalasegehalts. Die in ihnen anfangs angehaiufte 
Katalase scheint somit von ihnen véllig vernichtet zu sein. Ob es sich bei 
der im Anfang konstatierten Katalasevermehrung in einigen Geweben um 
eine einfache Adsorption der Katalase aus der Blutbahn handelt oder ob 
die Katalase in das Zellinnere eingedrungen, haben wir nicht naher unter- 
sucht. Das gleiche l48t sich von den Blutkérperchen sagen, die anfangs 
eine gewisse Steigerung ihres Katalasegehalts aufweisen und nach vdélligem 
Verschwinden der Katalase aus dem Plasma ihren norinalen Katalasegehalt 
wiedergewinnen. 

Die Abnahme der Katalase in den Gewebeausziigen ebenso wie das 
Verschwinden der Katalase in vivo ist von uns der Wirkung eines besonderen 
Kérpers zugeschrieben worden. Diese Substanz, die wir in mehr oder weniger 
groBer Menge im Blute und in den verschiedenen Geweben konstatieren 
konnten, haben wir als Antikatalase (12) bezeichnet. Uber die Natur dieses 
Kérpers liBt sich einstweilen nichts Bestimmtes aussagen. Die Ferment- 
natur ist nicht sichergestellt. Die Hitzeempfindlichkeit dieses Kérpers ist 
sehr unbestandig und hangt wahrscheinlich von den die Antikatalase be- 
gleitenden Stoffen ab. Einige Praparate verlieren ihre Aktivitaét bereits 
nach Erwarmen auf 60°, wihrend andere Praparate selbst bei Siedetem pe- 
ratur keine Abschwachung erleiden. Die Bezeichnung Antikatalase be- 
deutet keineswegs, da8 wir es hier mit einem Antiferment im Sinne der 
Immunitétslehre zu tun haben. Es soll nur bedeuten, daB es sich um einen 
Stoff handelt, der auf die Katalase eine hemmende Wirkung ausiibt. 


Die Wirkung der Antikatalase wird von der Temperatur und dem py 
der Lésung stark beeinflu@t. Bei 0° wird die Katalase von der Antikatalase 
nicht angegrjffen. Eine merkliche Wirkung tritt erst bei ‘10° auf und niramt 
mit steigender Temperatur schnell zu. Das Optimum scheint bei 38 bis 40° 
zu liegen. Bei einem pg unter 6 oder itiber 7 kommt die Wirkung der Anti- 
katalase nicht zur Geltung. Das Optimum liegt bei pg = 6,25 bis 6,50. 
Unter diesen optimalen Bedingungen ist der Reaktionsverlauf ein sehr 
schneller. Bereits nach einem Kontakt von 2 Minuten ist ein bedeutender 
Teil der Katalase inaktiviert, und zwar betragt die Inaktivierung 20 bis 
25 Proz., nach 5 Minuten 39 bis 35 Proz., nach 10 Minuten 45 bis 48 Proz., 
nach 15 Minuten 56 bis 60 Proz. und nach 30 Minuten ist das Maximum 
erreicht, d. h. die Inaktivierung betragt 70 bis 75 Proz. Vdéllige Inaktivierung 
der Katalase durch die Antikatalase wird nie erzielt, wie gro auch die 
Antikatalasemenge und wie lang auch die Kontaktdauer sei. Dal es sich 
nicht um eine Vernichtung der Antikatalase selbst handelt, folgt aus dem 
Umstande, daB Zusatz never Katalasemengen die Reaktion wieder in 
Gang bringt, um wieder stillzustehen, sobald 70 bis 75 Proz. der zugesetzten 
Katalase inaktiviert worden sind. Es handelt sich also um ein Gleichgewicht 
zwischen aktiver und inaktivierter Katalase, das sich bei einem VerhAltnis 
aktive Ketalase : inaktivierte Katalase 25:75 einstellt. 
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Gegenwart von Sauerstoff ist fiir die Reaktion unumgianglich, und zwar 
geniigen bereits Spuren O,; der Sauerstoff kann durch einen Wasserstoff- 
akzeptor, wie Thionin oder Methylenblau, ersetzt werden. Bei der Ein- 
wirkung der Antikatalase auf die Katalase scheint es sich somit um einen 
OxydationsprozeB, und zwar um einen reversiblen OxydationsprozeB zu 
handeln. 

In den Gewebeausziigen wird die inaktivierende Wirkung der Anti- 
katalase durch einen besonderen Ké6rper, die thermolabile Philokatalase (13) 
gehemmt, die auf diese Weise die Katalase gegen die Antikatalase schiitzt. 
Diese Schutzwirkung der Philokatalase wird durch wasserlésliche thermo- 
stabile, ebenfalls in den Geweben vorhandene Kérper, die von uns als 
Aktivator der Philokatalase (13) bezeichnet worden, verstarkt. Beachtenswert 
ist die Tatsache, daB Zusatz von Philokatalase nicht nur die Wirkung der 
Antikatalase hemmt, sondern auch die bereits inaktivierte Katalase in 
aktive umwandelt, also regeneriert. Nach einer Kontaktdauer von 3 Minuten 
ist bereits eine Reaktivierung von mehr als 50 Proz. zu verzeichnen. Nach 
5 Minuten betrigt die Reaktivierung 75 Proz. und nach 15 Minuten ist die 
Reaktivierung vollstandig. Eine ahnliche Schutzwirkung wird durch Zusatz 
von Alkohol, Aldehyd und einigen anderen Kérpern zum Reaktionsgemisch 
Katalase— Antikatalase erzielt. Im Gegensatz zur Philokatalase ist jedoch 
die Reaktivierung der inaktivierten Katalase nur gering und haufig iiber 
haupt nicht zu verzeichnen. Bemerkenswert ist die Tatsache, daB es sich 
vorwiegend um Stoffe handelt, die im Tierorganismus durch besondere 
Fermente oxydiert werden kénnen. Ebenso wie die Antikatalase ist die 
Philokatalase sowie deren Aktivator in den verschiedenen Geweben, aller- 
dings in verschiedenen Mengenverhiltnissen vorhanden. Diese Mengen- 
verhiltnisse, die den jeweiligen Katalasegehalt des Gewebes beeinflussen, 
werden von unseren Moskauer Mitarbeitern Gagarina und Jankowsky 
untersucht und werden demnachst veréffentlicht werden. 


Die verschiedenen Gewebe enthalten also auBer der Katalase, Anti. 
katalase und Philokatalase sowie den Aktivator der letzteren. Diese Stoffe 
gehen leicht in die wiisserigen Ausziige iiber, die somit stets ein Gemenge 
von Katalase, Antikatalase und Philokatalase in verschiedenen Proportionen 
darstellen. Um die einzelnen Komponenten dieses Komplexes getrennt zu 
erhalten, miissen gewisse Kunstgriffe angewandt werden. So kann man die 
Katalase durch wiederholte Alkdholfallung der wasserigen Gewebeausziige 
von der sie begleitenden Antikatalase und Philokatalase befreien. Die 
Antikatalase wird durch Fillen der wisserigen Gewebeausziige mit Essig- 
siure und Behandeln des Filtrats mit 0,2proz. Salzsiure bei niedriger Tem- 
peratur unter Sauerstoffdurchliiftung von der Katalase und der Philo- 
katalase befreit. Hingegen ist es schwer, die sehr labile Philokatalase rein 
darzustellen, oder, vielmehr, sie von der sie begleitenden Katalase, Anti- 
katalase und Aktivatoren zu befreien, ohne sie gleichzeitig zu vernichten. 
Man muB sich damit begniigen, auf indirekte Weise die in einem gegebenen 
Gewebe enthaltene Philokatalasemenge zu bestimmen, und zwar aus dem 
Vergleich der Wirkung des gegebenen Extrakts vor und nach der Zerstérung 
der darin enthaltenen Philokatalase. Der Aktivator der Philokatalase labt 
sich leicht von der Katalase, Philokatalase und Antikatalase durch Erhitzer 
auf Siedetemperatur bei neutraler oder leicht alkalischer Reakton befreien. 


Diese unsere Untersuchungen iiber die Antikatalase und die Philo 
katalase, die zum gréBten Teil bereits im Jahre 1905 veréffentlicht 
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worden sind, haben von seiten der verschiedenen Forscher, die sich 
mit dem Katalaseproblem beschiftigen, keine oder nur geringe Be- 
achtung gefunden, und bei den Untersuchungen betreffend die Ver- 
teilung der Katalase in den verschiedenen Tierorganismen, sowie die 
Anderung des Katalasegehalts der Gewebe unter verschiedenen physiolo- 
gischen und pathologischen Bedingungen, ist der EinfluB der Anti- 
katalase nicht in Betracht gezogen worden. Es liegt auf der Hand, 
daB die unter diesen Bedingungen von den verschiedenen Forschern 
verzeichneten Katalasewerte einer Revision bediirfen. Eine solche 
Revision ist von unseren Moskauer Mitarbeitern [Gagarina und Jan- 
kowski (38a)] unternommen worden, die die Anderung des Katalase- 
gehalts, sowie die Antikatalase und Philokatalasemenge in den Geweben 
unter verschiedenen physiologischen und pathologischen Bedingungen 
eingehend untersuchten. Bei der Diskussion iiber die Rolle der Katalase 
ist ebensowenig auf die Tatsache geachtet worden, daB die Katalase 
in allen daraufhin untersuchten Geweben von der Antikatalase und der 
Philokatalase begleitet ist, und daB folglich in den Tiergeweben die 
Katalase als ein Glied eines bestimmten Systems oder Komplexes 
erscheint. 

Zur Illustrierung des eben Gesagten seien folgende, den noch un- 
veréffentlichten Arbeiten von Belkina, Kremlew und Falk entnommene 
Versuche angefiihrt. 

Das zu untersuchende Tier (Kaninchen) wird entblutet und mit physio- 
logischer Kochsalzlésung durchspiilt. Die frisch herausgeschnittenen 
Gewebe werden mit Quarzsand bei niedriger Temperatur zerrieben, mit 
dem nétigen Volumen eisgekiihlten Wassers versetzt und 30 Minuten lang 
verrihrt, hierauf filtriert und auf die gewiinschte Verdiinnung gebracht. 
Jeder Gewebeauszug wird zuerst sofort und hierauf nach 20 Minuten 
langem Aufbewahren bei Kérpertemperatur auf seinen Katalasegehalt ge- 
priift. 

Die folgende Tabelle enthalt die Katalasewerte der verschiedenen 
Gewebe, ausgedriickt durch die Zahl von Kubikzentimetern des durch 
die Zersetzung des H, O, entwickelten Sauerstoffs unter der Einwirkung 
von 1g Gewebe im Laufe von 5 Minuten. 





Blut | Leber Milz Niere Lunge Hirn | Muskel Herz 


1. a) Frischer Auszug . f 2090 468 2228 304 2 29,6 | 121,2 
b) Im Thermostaten 
bewahrter Auszug 1450 | 400 1340 224 27.6 25,6 82,7 


2. a) Frischer Auszug . 1430 1000 20490 234 13,3 132,2 
b) Im Thermostaten 
bewahrter Auszug 1305 1200 760 1400) 164 { 11,2 116,8 
Wir sehen aus diesen Versuchen, daB bei Nichtbeobachtung des 
Antikatalasefaktors, je nach den Versuchsbedingungen mehr oder 
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weniger bedeutende Schwankungen in den verzeichneten Katalase- 
werten méglich sind. Fiir das Blut kann der Unterschied mehr als 
50 Proz. betragen, je nachdem man die Bestimmung des Katalase- 
gehalts sofort nach der Entnahme ausfiihrt oder die Lésung lingere 
Zeit stehen l4Bt. DaB in all diesen Versuchen die Verminderung des 
Katalasegehalts auf Antikatalasewirkung zuriickzufiihren ist, folgt 
aus der Tatsache, daB Zusatz von geringen Mengen Alkohol (1 : 10000) 
diese Abschwachung véllig verhindert. Die von uns gemachte Beob- 
achtung, daB die Katalase unter den in den Geweben existierenden 
Bedingungen bestaindig einer Inaktivierung durch Oxydation unter 
dem Einflu8 der Antikatalase und einer Regeneration durch Reduktion 
unter dem Einflu8 der Philokatalase unterliegt, legt die Annahme 
nahe, daB der Komplex Katalase—Antikatalase—Philokatalase ein 
besonderes Oxydationssystem darstellt, bei dem die Antikatalase als 
oxydierendes Agens, die Katalase als sauerstoffiibertragendes und die 
Philokatalase als reduzierendes und vielleicht auch als ein die zu 
oxydierenden Substanzen lieferndes Agens funktionieren. Bis zu 
einem gewissen Grade kénnte die Rolle der Katalase in diesem Oxy- 
dationssystem mit der Rolle des Hamoglobins verglichen werden. 
Eine gewisse Analogie kénnte auch zwischen diesem Katalasesystem 
und dem Oxygenase-Peroxydasesystem von Bach und Chodat (2) an. 
genommen werden, und zwar kénnte man das unter dem Einflu8 der 
Antikatalase entstehende reversible Oxydationsprodukt der Katalase. 
die Oxykatalase, mit der Oxygenase vergleichen, wihrend die Philo- 
katalase wie die Peroxydase fungieren wiirde. Allerdings haben wir 
unter der Einwirkung dieses Systems sich vollziehende Oxydationen 
bisher mit Sicherheit nicht feststellen kénnen, und wir miissen also bis 
auf weiteres annehmen, daB das Katalasesystem einen wahrscheinlich 
sehr wichtigen Teil des Oxydationssystems der Gewebe darstellt, worin 
es die Rolle der Ubertragung des Sauerstoffs und vielleicht auch die 
Aktivierung desselben tibernimmt. 

In diesem Zusammenhange verdient die von uns gemachite 
Beobachtung erwihnt zu werden, daB die Oxydation des Alkohols 
durch Pferdelebergewebe (Alkoholoxydase) durch Zusatz von Milz 
(Antikatalasegewebe) gesteigert wird. 

Es bleibt nun die Frage offen, ob im lebenden Organismus die 
Funktion der Katalase in der Zersetzung von H,0O, besteht. Wie bereits 
erwaihnt wurde, ist diese Funktion die einzige, die wir in vitro bei der 
Katalase mit Sicherheit nachweisen kénnen. Eine negative Antwort 
muB8 zu dem SchluB fiihren, daB die einzige in vitro konstatierte Reaktion 
des Ferments nichts mit der Funktion desselben in vivo zu tun habe. 
eine Erscheinung, die in der Fermentlehre vereinzelt dastehen wiirde. 
denn bisher ist uns kein Ferment bekannt, dessen Reaktion in vitro 
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icht einem in vivo verlaufenden ProzeB entsprechen wiirde. Eine 

positive Antwort zwingt andererseits zu der Annahme, daB das Substrat 
der Katalase, H,O,, im Organismus existieren muB bzw. gebildet 
werden muB. 

Allerdings haben alle bisher gemachten Versuche, H,O, in den 
lebenden Tiergeweben nachzuweisen, ein negatives Resultat ergaben. 
Doch schlieBt dies durchaus nicht die Méglichkeit einer H,O,-Bildung 
aus; es fragt sich nur, unter welchen Umstanden H,0O, gebildet wird. 
Es ist wohl kaum nétig zu betonen, daB eine eventuelle Bildung von 
H,O, nur im Laufe der Oxydationsprozesse stattfinden kann. Die 
Méglichkeit einer solchen H,O,-Entstehung begegnet keinen theoreti- 
schen Schwierigkeiten. Wir brauchen nur an die Arbeiten von 
Traube (49) und an die neueren Arbeiten von Wieland (53) zu erinnern. 
Ob dabei H,O, als Endprodukt oder als Zwischenprodukt entsteht, 
ist fiir die uns hier interessierende Frage nicht von Belang. 

Nimmt man nun die H,O,-Bildung bei den Oxydationsprozessen 
an und zieht nun in Betracht, daB das entstehende H,O, unverziiglich 
zersetzt wird, so muB man a priori erwarten, dab die jeweilige Katalase- 
menge durch die Energie der vor sich gehenden Oxydationsprozesse 
bedingt werde. Demnach miiBte man den gréBten Katalasegehalt bei 
denjenigen Tieren und in denjenigen Geweben finden, die die gréBte 
Atmungsenergie bzw. die gréBte Oxydationsintensitaét besitzen. Dem. 
nach miiBten die Gewebe der Végel z. B., die einen sehr hohen respira- 
torischen Gaswechsel aufweisen, besonders reich an Katalase sein. In 
Wirklichkeit liegt die Sache aber anders, wie man sich leicht aus unseren 
Untersuchungen (9, 15) iiberzeugen kann. So konstatiert man z. B. fiir 
die Gewebe des Sperlings folgendes: Das Blut enthalt zehnmal weniger 
Katalase, die Leber fiinfmal weniger und das Gehirn zehnmal weniger 
Katalase als die entsprechenden Gewebe des Frosches, und im Vergleich 
zum Meerschweinchen ist der Katalasegehalt des Blutes 80 mal geringer, 
der der Leber achtmal, der der Milz siebenmal, der der Lunge zehn- 
mal und der des Gehirns zweimal niedriger. 

Wenn also einerseits das Vorhandensein der Katalase an oxy- 
biotische Prozesse eng gebunden zu sein scheint, ist andererseits eine 
Proportionalitaét zwischen der Intensitaét der energieliefernden Oxy- 
dationsvorginge und der Menge der bei den verschiedenen Tierarten 
vorhandenen Katalase keineswegs nachzuweisen. 

Betrachten wir nun die quantitative Verteilung der Katalase in 
den verschiedenen Geweben eines gegebenen Individuums und ver- 
gleichen wir sie mit der Intensitat der verschiedenen Oxydations- 
vorgange in denselben Geweben. 

In der folgenden Tabelle stellen wir den Katalasegehalt und die 
Atmungsintensitét mehrerer Gewebe des Hundes zusammen (16, 17, 26) 

Biochemische Zeitschrift Band 182 10 





146 L. Stern: 


Die hier angefiihrten Zahlen bezeichnen die relative Katalasewirkung und 
die relative Atmungsenergie der einzelnen Gewebe, wobei wir mit 100 die 
maximale Katalasewirkung und die maximale Oxydationswirkung des 
aktivsten Gewebes bezeichnen. 





Gewebe Katalasegehalt Atmungsintensitat 


84 
95 
100 
78 
12 
13 


Wie wir aus dieser Tabelle ersehen, ist der Katalasegehalt in den 
Muskeln und dem Hirn des Hundes sehr gering, trotzdem diese Gewebe 
einen sehr intensiven respiratorischen Gaswechsel, d.h. eine grofe 
Oxydationsenergie besitzen. So betrigt z. B. der Katalasegehalt der 
Leber ungefihr das 70fache des Katalasegehalts der Muskeln, wahrend 
die Oxydationsenergie dieser beiden Gewebe die gleiche ist. 

Ahnliches konstatieren wir, wenn wir die Oxydonenwirkung der 
Gewebe des Hundes (24, 25, 28) mit dem Katalasegehalt derselben 
Gewebe vergleichen, wie die folgende Tabelle zeigt. 





Gewebe Katalasegehalt Succinoxydon Phenylendiaminox ydon 


100 
79,5 
91 
50 
29,6 
17,7 


Wir konstatieren hier, daB der Katalasegehalt des Hirns ungefahr 
90 mal kleiner ist als der Katalasegehalt der Leber, waihrend die Oxy- 
dationsenergie dieses Gewebes (Phenylendiaminoxydon) diejenige der 
Leber iibertrifft. 

Vergleichen wir hingegen den Katalasegehalt mit der Oxydase- 
wirkungsfahigkeit, so konstatieren wir einen gewissen Parallelismus, wie 
wir aus der folgenden Tabelle ersehen, wo der relative Katalasegehalt. 
die akzessorische Atmungsintensitat (20) sowie die Alkoholoxydase (21) 
und die Urikoxydase (19) zusammengestellt sind. 





Gewebe Katalasegehalt | Akzessor.Atmung| Alkoholoxydase | Urikoxydase 


100 100 100 
70 60 18 


Muskeln. ... " = _ - 
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Fiir die Gewebe des Pferdes erhalten wir folgende Werte: 





Gewebe Katalasegehalt Akzessor.Atmung Alkoholoxydase Urikoxydase 


en ay ei 100 100 100 100 
a 16,6 69 16 56 
Muskelm .... 1,6 - —_ 12 


Allerdings ist der Parallelismus zwischen der Intensitaét der hier 
angefihrten Oxydasevorginge und dem Katalasegehalt nur relativ, 
aber man darf nicht vergessen, daB weder die akzessorische Atmung, 
noch die hier angefiihrte Alkoholoxydase und Urikoxydase die Gesamt- 
heit der auf Oxydasewirkung beruhenden Vorgiinge in den Tiergeweben 
darstellen, ebensowenig, wie die Hauptatmung und das weiter oben an- 
gefiihrte Succinoxydon und das Phenylendiaminoxydon die Gesamtheit 
der Atmungsenergie erschépfen. Aber im groBen und ganzen ersieht 
man aus diesen Zusammenstellungen, daB bei einem gegebenen Tiere 
der gréBte Katalasegehalt in denjenigen Geweben zu finden ist, in 
denen die auf Oxydasewirkung beruhende akzessorische Atmung, 
sowie die Oxydation von Alkohol und Harnsiure am intensivsten sind. 
Bei fast allen daraufhin untersuchten Tieren sind die Leber und die 
Niere die an Katalase weitaus reichsten Gewebe. Bei nur wenigen 
Tieren weist das Blut einen héheren Katalasegehalt auf als diese Gewebe, 
z. B. die Natter, deren Blut dreimal soviel Katalase enthilt als die 
Leber und siebenmal soviel als die Niere, das Kaninchen und der 
Mensch (9, 15). 

Einen noch engeren Parallelismus konstatiert man zwischen} dem 
Peroxydasegehalt der Gewebe (18) und ihrem Katalasegehalt, wie aus 
folgenden Tabellen, die die relativen Peroxydase- und Katalasewerte 


einiger Gewebe des Hundes enthilt, ersichtlich ist. 
i 





Gewebe Katalasegehalt Peroxydasegehalt 


aa 100 100 
ns 2 4 eS 93 54 
Muskeln .... 1,4 22 
Sk ee 1,1 20 
BGO. «w+ 8,3 33 
ae. se eS 8,2 71 


Fiir die Gewebe des Pferdes konstatieren wir folgende Werte: 





Gewebe Katalasegehalt Peroxydasegehalt 


eee te 100 
ns arnee f 16,6 
CE fe a 3 


= 


Me « aa) 6 7 
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Bei der Beurteilung dieser Werte diirfen wir nicht auBer acht 
lassen, daB Peroxydasewirkung teilweise auch durch das Hamoglobin 
vorgetauscht werden kann und, da es sich in diesen Versuchen um 
nichtausgewaschene Gewebe handelt, mu8 ein Teil der Peroxydase 
wirkung natiirlich auf das an den Geweben haftende Blut zuriick 
gefiihrt werden. 

Eine direkte Proportionalitét zwischen Peroxydasewirkung und 
Katalasegehalt ist nicht festzustellen, ebensowenig wie zwischen 
Katalasegehalt und Oxydasewirkungsfahigkeit, aber hier wie dort 
konstatiert man die Tatsache, daB bei einem gegebenen Tiere die 
intensivste Peroxydasewirkung in den Geweben verzeichnet wird, die 
den gréBten Katalasegehalt aufweisen, wihrend die Katalase nur in 
geringfiigiger Menge in den Geweben vorhanden ist, in denen keine 
oder nur geringe Peroxydasewirkung nachgewiesen werden kann. 

Der gleiche Zusammenhang wie zwischen Peroxydase und Oxydase 
wirkung einerseits und Katalasegehalt andererseits laBt sich auch 
fiir den Antikatalasegehalt der Gewebe verzeichnen. Die Antikatalase 
existiert ebenfalls hauptsichlich in den Geweben, in denen Oxydasx 
bzw. Peroxydaseprozesse vor sich gehen, wahrend die Gewebe, in denen 
die Oxydationsvorginge hauptsachlich auf Oxydonwirkung beruhen 
keine oder nur unbedeutende Mengen Antikatalase aufweisen. 

Ob das Katalasesystem als ein besonderes Oxydationssystem 
fungiert oder einen notwendigen Teil des Oxydasesystems darstellt 
kann auf Grund der hier angefiihrten Daten natiirlich nicht entschieden 
werden. Das eine scheint aber mit zwingender Notwendigkeit hervor- 
zugehen, namlich, daB in den Tiergeweben die Katalasewirkung (bz\ 
das Katalasesystem) mit der Orydasewirkung in Zusammenhang steht 
wihrend die Oxydonwirkung véllig unabhingig von dem Katalase. 
system ist. Es scheint somit ein Zusammenhang zu bestehen zwischen 
dem Katalasesystem und der Art der Oxydationsprozesse, gleichgiiltig 
in welcher Weise die Funktion der Katalase, ricntiger des Katalase- 
systems, gedeutet wird. Die bisher von den verschiedenen Forschern 
postulierte Rolle der Katalase im OxydationsprozeB mu8 also in der 
Weise modifiziert werden, daB an Stelle der Oxydationsprozesse im 
allgemeinen die Oxydaseprozesse gestellt werden. 

Diese Beschrinkung de» Begriff der Katalasefunktion ist nicht 
nur fiir die Deutung der Rolle des Katalasesystems wichtig, sondern 
auch fiir die Theorie der biologischen Oxydationsvorginge, indem 
dadurch der Unterschied zwischen Oxydon- und Oxydasewirkung in 
ein neues Licht geriickt wird. 

Bekanntlich waren wir im Laufe unserer Untersuchungen tuber 
den Mechanismus der Verbrennungen in den Tiergeweben zu der An 
nahme gelangt, daB es zwei Atmungsprozesse gibt: Die Hauptatmuny 
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die durch Oxydone bewirkt wird, und die akzessorische Atmung,. die 
sich in der gleichen Weise verhalt wie die bekannten Oxydasen (Alkohol- 
oxydase, Urikoxydase und andere). In bezug auf die Rolle der Oxydone 
und der Oxydasen bei der Energieentwicklung in den héheren Tier- 
organismen, hatten wir die Behauptung aufgestellt, daB die Hauptrolle 
die Oxydone spielen, waibrend die Oxydasen in dieser Beziehung nur 
eine untergeordnete Bedeutung besitzen und hauptsachlich eine Schutz- 
wirkung ausiiben. Bei den niederen Organismen hingegen stellt die 
Oxydasewirkung eine wichtige und in manchen Fallen die wichtigste 
Energiequelle vor (30, 31, 43). 

Die wichtigsten Unterscheidungsmerkmale zwischen den Oxydasen 
und den Oxydonen beruhen zum gréBten Teil auf der komplexen 
KiweiBnatur der letzteren. Hierher gehért die Zerstérung der Oxydone 
durch Trypsin, durch die indifferenten Anaesthetica (Alkohol, Aceton usw.) 
und durch héhere Temperaturen, wihrend die Oxydasen unter den- 
selben Bedingungen nicht beeinfluBt werden (27, 29, 32). Zu diesen 
Unterscheidungsmerkmalen, die sich nur auf die physikalisch-chemi- 
schen Eigenschaften beziehen, gesellt sich nun ein sehr wichtiger 
Unterschied und zwar im Wirkungsmechanismus dieser Katalysatoren. 

Wir wollen hier nicht auf die verschiedenen Theorien und Hypothesen 
eingehen, die zur Erklarung der biologischen Oxydationsprozeésse aufgestellt 
sind, und die im Grunde sich alle auf die von Traube (49) und von Hoppe- 
Seyler (40, 41) vertretenen Ansichten zuriickfiihren lassen. Erwihnt seien 
hier nur die gleichzeitig von Bach(1) und von Engler (36) aufgestellte 
Peroxydtheorie und das auf ihr aufgebaute Oxygenase — Peroxydasesystem 
von Bach und Chodat (2), sowie die sich scheinbar schroff gegeniiber- 
stehenden Theorien der Sauerstoffaktivierung, wie sie hauptsichlich von 
Warburg (50, 51, 52) ausgebaut ist, und der Wasserstoffaktivierung, die 
in den letzten Jahren von Wéieland (53) entwickelt worden und in 
den Untersuchungen von Thunberg (46, 47, 48), Hopkins und ihren Mit 
arbeitern eine wichtige Stiitze gefunden hat. 

Unserersefts (33, 35, 44) haben wir eine Oxydationstheorie auf- 
gestellt, die im wesentlichen sich auf die von T'rawbe gemachte Annahme 
stiitzt, daB die langsame Verbrennung nicht durch direkte Spaltung des 
molekularen Sauerstoffs, sondern durch Spaltung des Wassers erfolge, 
wobei als Zwischenprodukt H,O, auftritt. Nach dem _ klassischen 
Schema der Autoxydation des Zinks wiirde der ProzeB so verlaufen 
HOH O OH HO 


+ || Zné - (1) 
HOH oO OH HO 

OH AOU 
Za+{ => ZX . (2) 
OH OH 


Zn + 


Auch bei der Fermentwirkung im allgemeinen und bei den oxydo- 
reduzierenden Fermenten im besonderen handelt es sich nach Taube 
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um Spaltung des Wassers in H und OH und um Ubertragung des OH 
auf die zu oxydierende Substanz und gleichzeitige Ubertragung des H 
auf die zu reduzierende Substanz. 

Nach der von Bach (6, 7) aufgestellten Theorie entstebt unter dem 
EinfluB der oxydoreduzierenden Fermente aus dem Wasser einerseits 
H OH 
H 
H 


das oxydierende Hydroperoxydhydrat und andererseits 


das reduzierende Oxyperhydrid ~ O 


Nach unserer Auffassung handelt es sich bei allen Ferment- 
prozessen um die Ubertragung der von ihrer elektrischen Ladung 
befreiten Spaltungsprodukte des Wassers auf das Substrat, wobei 
natiirlich durch die aktiven OH-Gruppen eine Oxydation und gleich. 
zeitig durch die aktiven H-Gruppen eine Reduktion bewirkt wird. 
Nach dieser Auffassung wiirde ein prinzipieller Unterschied zwischen 
den hydrolytischen, hydrierenden und oxydoreduzierenden Fermenten 
nicht bestehen. Der Wirkungsmechanismus ist grundsitzlich der gleiche. 

Die Rolle der Fermente besteht somit in der Entladung der H’- 
und OH~-Ionen des Wassers und in der Ubertragung der aktiven H- 
und OH-Gruppen auf das Substrat, wobei es gleichgiiltig ist, ob die 
beiden Spaltprodukte des Wassers auf ein und dasselbe Molekiil iiber- 
tragen werden, oder auf zwei gleiche Molekiile oder auf zwei ver- 
schiedene Moiekiile. 

Im ersten Falle kann die gleichzeitige’ Fixierung der beiden Spalt 
produkte des Wassers zu einer Spaltung des Substrats fiihren, wie es bei 
den gewoéhnlichen Hydrolysen der Fall ist, oder aber die Spaltung bleibt 
aus und man spricht dann von Hydratation, wie z. B. die Umwandlung der 
Fumarsaure in Apfelséure durch die Fumarase (34) 

COOH—CH=—CH—COOH 
+ H—OH = COOH—CH,—CHOH—COOH. 

Als Beispiel des zweiten Falles kénnen wir die Aldehydasewirkung 
anfiihren. Z. B. die Umsetzung des Acetaldehyds zu Essigsdure und Athy!- 
alkohol unter dem EinfluB der Aldehydase: 

S a - ir 
R-C&j, + SC—R = R—-COH + R-CK&p yy + HOH 
—O : 
i ' 

Im dritten Falle spricht man von Reduktion, wenn man das Haupt- 
gewicht auf das durch die H-Wirkung entstandene Reduktionsprodukt 
legt, oder von Oxydation, wenn man das durch die OH-Wirkung ent- 
standenen Oxydationsprodukt im Auge hat, oder auch von Oxydoreduktion. 
So kann man z. B. bei der Umwandlung von Alkohol zu Essigséure unter 
dem EjinfluB der Alkoholoxydase in Gegenwart von Methylenblau oder 
von Nitraten von der Oxydation des Alkohols, oder auch von der Reduktion 
des Methylenblaus und der Nitrate sprechen. 
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Die Spezifitat der Fermente wird entweder durch die O H-iibertragende 
Gruppe oder durch die H-iibertragende Gruppe oder durch die beiden 
Gruppen des Ferments bedingt. 

Kehren wir nun zu den Oxydationsprozessen zuriick. Hier kénnen 
folgende Faille in Betracht kommen: 

1. Das Oxydationsferment, oder, allgemeiner gesprochen, der 
Oxydationskatalysator, ist nur in seinem OH-iibertragenden Teile 
spezifisch, waihrend die H-iibertragende Gruppe auf jeden beliebigen 
Wasserstoffakzeptor wirken kann, wie z. B. Methylenblau und andere 
leucobasenliefernde Farbstoffe, Nitrate usw., sowie molekularer Sauer- 
stoff, der sich mit dem aktiven Wasserstoff zu H,O, verbindet. 
In dieser Weise funktionieren die typischen Oxydationsfermente, wie 
die Alkoholoxydase, die Urikoxydase und die Polyphenoloxydasen, die 
in Gegenwart von Methylenblau das entsprechende Substrat oxydieren 
und gleichzeitig das Methylenblau reduzieren, wahrend in Gegenwart 
von Sauerstoff eine der Oxydation entsprechende Menge Sauerstoff 
verbraucht wird. 

2. Der Oxydationskatalysator ist nicht nur in seinem © H-iiber- 
tragenden, sondern auch in seinem H-iibertragenden Teile spezifisch, 
und zwar in der Weise, dab die H-iibertragende Gruppe nur mit Sauer- 
stoff, und zwar mit aktiviertem, in bestimmter Weise, gebundenem 
Sauerstoff reagieren kann. 

In dieser Weise funktionieren die Oxydone. Bei der Oxydation 
des entsprechenden Substrats, z. B. Bernsteinsiure, Citronensaure usw.., 
durch die Oxydone, entsteht kein H,O,, da hier aktiver Wasserstoff 
mit aktivem Sauerstoff reagiert und direkt Wasser gebildet wird. Die 
Aktivierung des Sauerstoffs kann in diesen Fillen durch Stoffe, wie 
z. B. das Eisen, bewirkt sein. 

Die Oxydationsprozesse des ersten Typus, die wir kurzweg als 
Oxydaseprozesse bezeichnen wollen, sind also dadurch charakterisiert, 
daB aktivierter Wasserstoff mit molekularerm, als Wasserstoffakzeptor 
fungierendem Sauerstoff reagiert, wobei H,O, entsteht. 

Eine Anhiufung des fiir das Protoplasma sehr giftigen H,O, 
kommt nicht zustande, da es durch die in den Zellen anwesende Katalase 
sofort zersetzt wird, eventuell auch von gleichzeitig anwesenden Per- 
oxydasen zu weiteren Oxydationszwecken benutzt wird. 

DaB der Sauerstoff durch andere Wasserstoffakzeptoren ersetzt 
werden kann, ist bereits erwihnt worden. 

Die Oxydationsprozesse des zweiten Typus, die wir der Kiirze 
halber als Oxydonenprozesse bezeichnen wollen, sind dadurch gekenn- 
zeichnet, daB aktivierter Wasserstoff mit aktiviertem Sauerstoff reagiert. 
Zu einer Bildung von H,O, kommt es hierbei nicht. 
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Wir haben es somit in den aerob lebenden Tierorganismen mit 
zwei verschiedenen Oxydationssystemen zu tun: 1. das Oxydasesystem 
das zu seiner normalen Auswirkung in den Tiergeweben die Mithilfe 
des Katalasesystems verlangt, und 2. das Oxydonensystem, das vom 
Katalasesystem unabhangig ist. 

Es ist beachtenswert, daB diese beiden Oxydationssysteme nicht 
nur in der Tierreihe ungleichmaBig verteilt sind, sondern daB auch in 
den verschiedenen Geweben ein verschiedenes Verhaltnis der beiden 
Oxydationssysteme zueinander konstatiert werden kann. 

‘ Bei den niederen Tierarten wiegt das Oxydasesystem vor, wie wir 
es z. B. bei den Insekten zeigen konnten (30, 31), wo, bei den Larven 
namentlich, der respiratorische Gaswechsel zum gréBten Teil auf 
Oxydasewirkung beruht und der Gehalt an Oxydasen, wie z. B. die 
Tyrosinoxydasen und die Polyphenoloxydasen unvergleichlich héher 
ist, als bei den héheren Tieren. Bei diesen niedrigeren Tieren bilden 
die Oxydaseprozesse die weitaus wichtigste Energiequelle. 

Bei den héheren Tieren hingegen (Wirbeltiere) wiegt das Oxydon- 
system vor, und der weitaus gréBte Teil des respiratorischen Gaswechsels 
ist hier auf Oxydonenwirkung zu beziehen. Bei diesen Tieren sind es 
also die Oxydonenprozesse, die die Hauptquelle der Energie darstellen. 

Betrachten wir nun die einzelnen Gewebe, so finden wir, daB einige 
Gewebe, wie z. B. die Leber und die Niere, neben dem Oxydonen- 
system ein gut ausgesprochenes Oxydasesystem besitzen, daB hingegen 
in einigen anderen Geweben, wie z. B, den Muskeln, das Oxydase- 
system kaum nachgewiesen werden kann, wihrend die Oxydonen- 
prozesse dort sehr intensiv sind. Der Energieumsatz vollzieht sich 
also in diesen Geweben ausschlieBlich auf Kosten der Oxydone. Das 
Katalasesystem scheint denselben Gesetzen zu gehorchen und herrscht 
da vor, wo die Oxydaseprozesse am intensivsten sind. 

Phylogenetisch ware der OxydonenprozeB als ein spiter erworbener 
Oxydationsmechanismus zu betrachten, der allmahlich das Oxydase- 
system in den energieliefernden Prozessen ersetzt und in manchen 
Geweben die ganze Energielieferung itibernommen hat. Als phylogenetisch 
alteren und deshalb allgemeineren Mechanismus sind die auch in Sauer- 
stoffabwesenheit vor sich gehenden hydrolytischen und glykolytischen 
Prozesse zu betrachten, die fiir den geringen Energieaufwand der 
niedrigsten aerob lebenden Organismen véllig ausreichen. Hier felilt 
auch das Katalasesystem. Mit dem Auftreten aerob lebender Organismen 
entwickelt sich das Oxydasesystem und gleichzeitig entwickelt sich 
auch als notwendiger Teil desselben das Katalasesystem. SchlieBlich 
mit der steigenden Komplikation der Lebensbedingungen, die einen 
immer gréBeren Aufwand von Energie erforcern, entwickelt sich das 
Oxydonensystem, das in den Organen, die man gemeinhin unter dem 
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Namen animalisches System zusammenfaBt, wie die quergestreiften 
Muskeln und das cerebrosp‘nale Nervensystem, fast die ganze Energie- 
lieferung tibernimmt, wahrend das Oxydasesystem nur eine unter- 
geordnete Rolle in dieser Beziehung spielt und hauptsichlich als Schutz- 
wirkung in Betracht kommt. Dab das Katalasesystem in den Oxydonen- 
prozessen keine Rolle spielt, geht aus dem sehr niedrigen Katalase- 
gehalt dieser Organe deutlich hervor. 

Es unterliegt keinem Zweifel, daB in den Oxydaseprozessen das 
Katalasesystem eine entscheidende Rolle spielt, aber es muB vorderhand 
unentschieden bleiben, ob die Funktion der Katalase darin bestel.t, 
die Zusetzung des bei diesen Oxydationsprozessen entstehenden H,0O, 
zu bewirken und eventuell durch Ubertragung des entwickelten Sauer- 
stoffs die weitere Oxydation zu férdern, oder ob es sich um ein be- 
sonderes, auf bestimmte bei diesen Oxydationsvorgingen entstehende 
Stoffe eingestelltes Oxydationssystem handelt. 

Die Rolle der Antikatalase und der Philokatalase wiirde demnach 
darin bestehen, die Wirkung der Katalase auf das entstehende H,Q, 
zu regeln, sie den jeweilig zu zersetzenden H, O,-Menge nanpassend, und 
andererseits die Ubertragung des Sauerstoffs durch die Katalase zu 
erméglichen und auf diese Weise die Oxydationsprozesse zu féirdern. 
Interessant ist in diesem Zusammenhange auch die Tatsache, daB in 
seinen aktivsten Katalasepriparaten Hennichs (39) einen Eisengehalt 
von 3,3 bis 4,1 Proz. konstatiert hat. 


Zusammenfassung. 


1. Die Katalase bildet zusammen mit der Antikatalase, der Philo- 
katalase und dem Aktivator der Philokatalase ein System, das wir der 
Kiirze halber als Katalasesystem bezeichnen. 

2. Das Katalasesystem ist nur bei den aerob lebenden Organismen 
entwickelt, steht aber mit der Intensitaét der Oxydationsvorginge im 
allgemeinen in keinem direkten Verhiltnis. 

3. Es besteht ein gewisser Zusammenhang zwischen dem Katalase- 
system und der Art der Oxydationsprozesse: das Katalasesystem 
existiert iiberall da, wo Oxydaseprozesse vor sich gehen, und fehlt da, 
wo nur Oxydonenwirkung verzeichnet wird. 

4. Die Oxydone unterscheiden sich von den Oxydasen unter 
anderem dadurch, daB bei der Oxydasewirkung H, 0, durch die Reaktion 
zwischen aktivem Wasserstoff und molekularem Sauerstoff entsteht, 
wihrend bei der Oxydonenwirkung infolge der Reaktion zwischen aktivem 
Wasserstoff und aktiviertem Sauerstoff direkt Wasser entsteht. 

5. Die Rolle des Katalasesystems besteht in der Zersetzung des 
entstehenden H,O, und eventuell in der Férderung der Oxydations- 
prozesse durch Ubertragung des Sauerstoffs. 
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Zur Kenntnis der Oxydationsvorginge in der Jebenden Zelle. 


Von 
A. Oparin. 
(Aus dem botanischen Institut der Universitat Moskau.) 
(Eingegangen am 17. Januar 1927.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 


Es ist schon seit langem bekannt, daB der AtmungsprozeB bei 
der Zerstérung der Zellstruktur erhebliche Stérungen erleidet und 
sogar vollends zum Stillstand kommt. 


Claude Bernard hat in seinen ,,Vorlesungen iiber die Lebenserschei- 
nungen“ (1870) mit groBer Bestimmtheit auf das Aufhéren der Atmung 
nach mechanischer Zerstérung der Zelle hingewiesen. Spitere Unter- 
suchungen an pflanzlichen sowohl als an tierischen Objekten bestatigten 
diese Erscheinung in vollem MaBe. Dabei wurde festgestellt, daB8 durch 
die Vernichtung der Zellstruktur am starksten der Vorgang der Sauerstoff- 
aufnahme, der aerobe OxydationsprozeB, beeintrachtigt wird. S. Ko- 
stytschew (1) hat in seinen Untersuchungen iiber die Atmung der Pflanzen 
die Beobachtung gemacht, daB durch Erfrierenlassen getétete Keimlinge 
und Samen zwar Kohlenséure ausscheiden, aber fiir jedes Aquivalent 
Kohlensiure ein Aquivalent Alkohol bilden. Dieses Verhiiltnis bleibt 
konstant, gleichviel, ob die Objekte von Luft oder von Wasserstoff um- 
geben sind, Lebende Samen und Keimlinge nehmen hingegen Sauerstoff 
aus der Luft auf und bilden nur éuBerst geringe Mengen Alkohol. Zalesky 
und Reinhard (2) gelangten auf Grund ihrer Untersuchungen an Erbsen- 
samen ebenfalls zu der Uberzeugung, daB die Kohlenséure, die zu Mehl 
zerriebene Samen ausscheiden, ausschlieBlich anaeroben Ursprungs ist, 
wihrend die aeroben Vorgange unter diesen Bedingungen stark herab- 
gesetzt sind oder sogar vollistandig aufhéren. Zu dhnlichen Folgerungen 
kamen auch L. Iwanoff (3) und spaterhin J. Bodnar und P. Hoffner (4). 


Aus obigen Arbeiten geht mit Bestimmtheit hervor, daB die 
Prozesse anaerober, oxydoreduktiver Art bei der Vernichtung der 
Zellstruktur fast unbeeintriachtigt bleiben, ja unter Umstinden sogar 
an Intensitét zunehmen (5). Die mit Aufnahme von Sauerstoff aus der 
Luft vor sich gehenden Prozesse gelangen hingegen dabei zum vdlligen 
Stillstand. Diese Beobachtungen rechtfertigten die Folgerung, dab 
die Oxydation der Bestandteile der Zelle durch den molekularen Sauer- 
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stoff auf irgend eine Weise von der Existenz einer bestimmten, dem 
lebenden Zellprotoplasma eigenen Struktur abhangen. Diese Folgerung 
wurde derzeit von mehreren Autoren gezogen und _ verschiedenen 
Theorien der Atmung zugrunde gelegt; dies gilt auch fiir die von 
O. Warburg in neuerer Zeit aufgestellte Theorie, die groBes Aufsehen 
erregt hat. 4 

Auf Grund seiner Untersuchung an den Erythrocyten von Vogeln 
kam O. Warburg (6) zu der Uberzeugung, da8 bei den vitalen Oxydations. 
erscheinungen eine sehr wichtige Rolle der Adsorption der oxydations- 
fahigen Substanzen an den Oberflichen intrazellularer Strukturen zu. 
kommt. Bekanntlich wird Knallgas an der Oberfliche poréser Kérper zu 
Wasser umgewandelt. Ganz ahnlich kénnen nach Warburg in der lebenden 
Zelle verschiedene organische Stoffe durch gasférmigen Sauerstoff an 
aktiven Zelloberflachen oxydiert werden. Bei der Einwirkung von Nar. 
koticis auf die lebende Zelle wird bekanntlich die Atmung aufgehoben. 
Dies hinge davon ab, da die Narkotica als stark oberflachenaktive Stotie 
die der Oxydation unterliegenden Verbindungen aus der Oberflache der 
Zellstruktur verdrangen und selbst an ihre Stelle treten (7). 

Spiiterhin het Warburg(8) diese Auffassung etwas komplizierter 
gestaltet und den Begriff der chemischen Aktivierung des Sauerstoffs 
durch Eisen in den Vordergrund geriickt. Laut der gegenwartigen An- 
schauung Warburgs ,,sind also alle an dem Vorgang der Atmung beteiligten 
Molekiile aktiviert, der Sauerstoff durch chemische Kriafte, die iibrigen 
Molekiile durch unspezifische Oberflichenkrafte“ (9). 

Zur Bestatigung seiner Theorie konstruierte Warburg sein bekanntes 
Kohlemodell, mit Hilfe dessen er eine Reihe von Aminosauren durch 
den Sauerstoff der Luft oxydierte. Der Zusatz verschiedener Narkotica 
zu dem Reaktionsgemisch brachte den OxydationsprozeB zum Stillstand 
Dabei konnte eine verhiltnismaBig einfache Abhangigkeit der Wirkungs. 
stirke des Narkoticums von seiner Adsorptionskonstante festgestellt 
werden. Das Narkoticum wirkte um so starker, je gréBere Oberflachen- 
aktivitat es besaB. 

Es unterliegt kaum einem Zweifel, daB die Oberflachenkrafte im 
Kohlemodell eine sehr bedeutende Rolle spielen. Fraglich ist aber 
ob die sich in diesem Modell vollziehenden Prozesse mit den in der 
lebenden Zelle verlaufenden analog sind. 

Der wesentliche Nachteil des Warburgschen Modells besteht darin 
daB es aus Materialien aufgebaut ist, die der lebenden Zelle fremd sind 
Warburg gibt dies selbst zu. Bei der Beschreibung des Fructose- 
Phosphatsystems bemerkt er: ,.Die groBe Bedeutung des Systems 
Fructose-Phosphat-Eisen liegt darin, daB es ausschlieBlich aus Sub- 
stanzen aufgebaut ist, die in der Zelle vorkommen... In dieser Be- 
ziehung ist das System ein besseres Modell als das Kohlemodell. in 
dem die Bindung des Eisens unphysiologisch ist (10). 

Zur Herstellung des Kohlemodells aus Hiamoglobin, muB diese 
natiirliche Verbindung, die an und fiir sich allen Anforderungen der 
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\arburgschen Theorie (Eisen- und Stickstoffgehalt usw.) entspricht, 
zu Kohle verbrannt, d.h. zu einem der lebenden Zelle vollstandig 
fremden Stoff verwandelt werden. 

Schon dieser Umstand laBt die Frage entstehen, ob das Kohle- 
modell wirklich eine echte ,,innere Homologie“ (11) oder nur eine mehr 
oder weniger entfernte Analogie mit den vitalen Oxydationen darstellt. 
Bedenken erweckt weiter die Warburgsche Interpretation der Wirkung 
der Narkotica auf den AtmungsprozeB. Seiner Ansicht nach verdringen 
die Narkotica die zur Oxydation bestimmten Substanzen aus der 
Oberfliche der Zellstrukturen. Dementsprechend sollten die Narkotica 
auf den AtmungsprozeB nur in einer Richtung, und zwar hemmend 
einwirken. Dem ist aber nicht so. Durch eine Reihe von Autoren (12) 
ist nachgewiesen worden, daB die Atmung bei geringer Narkose nicht 
herabgesetzt, sondern sogar betrachtlich gesteigert wird und eine 
langere Zeit in erhédhtem Zustande verbleiben kann. Starkere Dosen 
des Narkoticums bewirken eine Abnahme der Atmung, aber dieser 
Abnahme geht fast stets eine Steigerung des Atmungsprozesses 
voraus (13). Diese Erscheinung ist mit den Anschauungen Warburgs 
nicht gut vereinbar. 

Desgleichen 1aBt sich auch das Phanomen der ,,Stimulierung” 
der Atmung durch mechanische Schadigung nicht in den Rahmen dieser 
Theorie zwangen. Bei der Zerstérung der Zellstruktur tritt zuerst eine 
betriachtliche Erhéhung der Intensitaét der Oxydationsvorginge auf, 
und dann erst beginnt die mehr oder weniger rasche Abnahme der 
Atmungsintensitat (14). SchlieBlich gibt die Warburgsche Theorie 
auch keinen Anhaltspunkt fiir die Deutung der bekannten Abnahme 
der Atmung der Pflanzen bei Erhéhung des Partialdrucks des Sauerstoffs. 
In reinem Sauerstoff und insbesondere bei Uberdruck fangen die 
Pflanzen erst an, sehr intensiv zu atmen, dann sinkt aber die Atmung 
und die Pflanzen gehen zugrunde. Das Gesamtbild der Erscheinung 
ist das gleiche wie bei der Vergiftung mit narkotischen Substanzen 
oder bei der mechanischen Schadigung (15). 


Alle erwaihnten Erscheinungen der sogenannten ,,Stimulierung* 
der Atmung bleiben vom Standpunkt der Adsorptionstheorie Warburgs 
unverstindlich. Die Warburgsche Atmungstheorie scheint also keinen 
Anspruch auf allgemeine Giiltigkeit erheben zu kénnen. 

Wie im nachstehenden erértert wird, laBt sich auf Grund experi- 
mentell festgestellter Tatsachen aus isolierten Bestandteilen der Zelle ein 
Atmungsmodell aufbauen, welches die vitalen Oxydationen, wie mir 
es scheint, besser als das Warburgsche reproduziert. 

Nach der von A. Bach (16) und spiter von W. Palladin (17) aus- 
gearbeiteten Vorstellung vollzieht sich die aerobe Zellatmung nach 
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folgendem Schema: Der atmosphiarische Sauerstoff oxydiert unter 
Mitwirkung der Oxydasen die ,,Atmungschromogene“, Substanzen 
vom Typus der mehrwertigen Phenole. Dabei entstehen chinonartige 
Verbindungen, die sogenannten ,,Atmungspigmente“. Letztere be. 
sitzen die Fahigkeit, bei gekoppelten, auf Kosten des Wassermolekiils 
verlaufenden Oxydoreduktionen den Wasserstoff zu binden, wodurch 
sie wieder zu den Chromogenen reduziert werden, wahrend durch das 
Hydroxyl des Wassers verschiedene organische Substanzen (Kohile- 
hydrate, Aminosiuren usw.) oxydiert werden. Die Reduktion der 
Pigmente zu Chromogenen (und folglich auch die damit verkoppelte 
Oxydation der organischen Substanzen) geht nur bei Vorhandensein 
reduzierender Fermente (Oxydoredukasen) mit hinreichender Ge. 
schwindigkeit vonstatten. An den vitalen Oxydationsprozessen beteiligen 
sich also ein Atmungschromogen, eine Oxydase, welche das Chromogen 
durch die Vermittlung des Luftsauerstoffs zum Pigment oxydiert. 
und eine Oxydoredukase, die die Reduktion des letzteren zum urspriing- 
lichen Chromogen unter gleichzeitiger Oxydation der Substrate auf 
Kosten des Wassermolekiils bewirkt. 

In vorliegender Arbeit wird tiber Oxydationsversuche mit den 
genannten Agenzien berichtet. 


Il. Oxydation von Glykokoll durch molekularen Sauerstoff in Gegenwart 
von Chlorogensiure. 


Bereits im Jahre 1921 ist von mir (18) bewiesen worden, dai 
eine im Pflanzenreich weit verbreitete Verbindung, das Didepsid der 
Kaffeesiure und der Chinasiure, oder die sogenannte Chlorogensdure. 
ein typisches Atmungschromogen vorstellt. Diese Saure kann ver- 
haltnismaBig leicht in chemisch reinem, kristallisiertem Zustande aus 
einer Reihe von Objekten pflanzlicher Herkunft gewonnen werden. 

In der soeben zitierten Arbeit stellte ich fest, daB die Chlorogen- 
siure in alkalischer Lésung Sauerstoff absorbiert. Fiigt man der Lésung 
Aminosiuren hinzu, so werden sie abgebaut, was an dem Verschwinden 
des Aminostickstoffs und dem Auftreten von freiem Ammoniak er- 
kenntlich ist. Um der Kenntnis des hier in Betracht kommenden 
Prozesses niherzutreten, fiihrte ich folgende Versuche aus. 

In einer geriumigen Flasche wurden 10 ccm Chlorogenséurelésung 
(0,1 g in 50 ccm Wasser), 5 ccm Glykokoll (0,5 g in 25 ccm) und 6,5 ccm 
Phosphatlésung (5,0 g K,PO, in 100 ccm H,O) vermischt. Die H-Ionen- 
konzentration der Lésung, mittels der Gaskette bestimmt, betrug py = 9,45. 
In einer Reihe von Versuchen wurde Toluol als Antisepticum hinzugefigt. 
Es zeigte sich aber, daB schon die starke Alkaleszenz der Lésung geniigt, 
um das Wachstum von Mikroorganismen in der Fliissigkeit zu verhindern. 


Die Flasche wurde mechanisch an der Luft geschiittelt. Die Temperatur 
betrug 18°C. Nach Verlauf von 24 Stunder wurde das entstandene Ammo- 
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niak bestimmt. Bemerkenswert ist, daB das Ammoniak sich nicht direkt 
aus der alkalischen Fliissigkeit abdestillieren lie’. Es ist offensichtlich 
nicht in freiem Zustande in der Lésung, sondern in der Form irgend einer 
Amidverbindung zugegen gewesen. (Es liegen Griinde vor, zu vermuten, 
daB es als Carbaminséure gebunden war.) Deswegen wurde die Versuchs- 
flissigkeit erst mit Salzsiure angesiuert (0,5ccm konzentrierter Séure) 
und 15 Minuten lang im siedenden Wasserbad erhitzt. Sodann wurde die 
Lésung neutralisiert, Magnesiumoxyd zugesetzt und das Ammoniak im 
Vakuum in titrierte Schwefelséiure iiberdestilliert. Der Saureverbrauch 
zur Neutralisierung des Ammoniaks betrug 2,6ccm n/10 Schwefelséure, 
entsprechend 3,6 mg Ammoniakstickstoff. 

Der Destillationsriickstand wurde angesiuert und in einen 20-ccm- 
MeBSkelben iibergefiihrt. Hiervon wurden 5cem zur Aminostickstoff- 
bestimmung nach van Slyke entnommen. 5ccm lieferten 7,2cem Gas, 
entsprechend 4,05 mg Aminostickstoff oder, auf das Totalvolumen um- 
gerechnet, 16,20 mg Amino-N. Die Kontrollbestimmung in der Versuchs- 


fliissigkeit vor der Oxydation ergab 19,81 mg. 

Es wurden daher unter obigen Bedingungen in 24 Stunden 3,64 mg 
Ammoniakstickstoff gebildet und ebensoviel (3,61 mg) Aminostickstoff 
war verschwunden. 

Wurde die Lésung ohne Chlorogensiure hergestellt, so fand fast 
gar keine Abspaltung von Ammoniak auf Kosten des Aminostickstoffs 
statt. 

AuBer diesen Bestimmungen wurden auch Bestimmungen der bei 
der Oxydation gebildeten Kohlensiure ausgefiihrt. Es wurden gleich- 
zeitig zwei Flaschen, die eine mit der oben beschriebenen Lésung, die 
andere zur Kontrolle mit Wasser statt Chlorogensiurelésung mit Luft 
geschiittelt. Nach 24 Stunden wurden aus den Flaschen je 15 ccm 
entnommen und der Kohlensiuregehalt nach der Methode von Kniep(19) 
bestimmt. 

Versuchsflasche . . . . — 17,95mg CO, 
Kontrollflasche . . . . — 9,80mg CO, 

8,15 mg CO, in li ccm Lésung, 
oder, auf das Totalvolumen (21,5 cem) bezogen, 11,68 mg CO,. Sollte 
bei der Reaktion fiir jedes Molekiil Ammoniak ein Molekiil Kohlensaure 
ausgeschieden werden, so hitten sich theoretisch fiir 3,64 mg Ammoniak- 
stickstoff 11,44 mg CO, bilden miissen. 

In einer dritten Versuchsreihe wurde schlieBlich die Ameisensiure 
bestimmt. Die Versuchsfliissigkeit wurde nach 24stiindiger Oxydation 
mit Wasserdampf destilliert und im Destillat die Ameisensiure nach 
dem Verfahren von A. Lieben (20) bestimmt. Es wurden 30,4 mg 
ameisensaures Barium erhalten. Theoretisch hitten sich fiir 3,64 mg 
Stickstoff 29,6 mg Ba(HCOO), bilden miissen. Das erhaltene Barium- 
salz gab alle Reaktionen der Ameisensiure. AuBerdem wurde in einem 
Parallelversuch der Bariumgehalt des Salzes durch Uberfiihrung in 
Bariumsulfat ermittelt. 
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Berechnet 60,39 Proz. Ba; gefunden 60,29 Proz. Ba. 

Im Gegensatz zu Wieland (21), der die Oxydation von Aminosauren 
mittels des Kohlemodells ausfiihrte, fand ich bei meinen Versuchen keinen 
Formaldehyd, sondern nur Ameisenséure. Wahrscheinlich entsteht auch 
hier zunichst Formaldehyd, der weiter zu Ameisenséure oxydiert wird. 


Auf Grund der Resultate obiger Bestimmungen la6t sich dic 
Reaktion durch folgende Bruttogleichung ausdriicken: 


CH,NH, .COOH + 0, = HCOOH + NH, + CO,. 


Es muBte folglich zur Oxydation eines jeden Molekiils Glykokol! 
ein Molekiil Sauerstoff verbraucht werden. Um nun festzustellen. 
wieviel Sauerstoff unter unseren Versuchsbedingungen tatsichlich 
absorbiert wurde, stellten wir folgende Versuche an. 


Das Gemisch von Chlorogenséure- und Glykokollésungen wurde in 
einen geréumigen Erlenmeyerkolben gegeben und die erforderliche Phos. 
phatlésung in einem kleinen Becher ebenfalls in den Kolben hineingestellt. 
Der Kolben wurde mittels eines mit Ableitungsréhre versehenen Gummi. 
pfropfens verschlossen. Das Ende der zweifach gebogenen Ableitungsréhre 
wurde in eine Schale mit Quecksilber eingetaucht. Das Aufsteigen des 
Quecksilbers in der Ableitungsréhre erméglichte die Messung der Druck. 
anderung im Innern des Kolbens. Da das im Kolben enthaltene Cas- 
volumen bekannt war, konnte danach die absorbierte Sauerstoffmeng: 
mit groBer Genauigkeit ermittelt werden. Der auf obige Weise beschickte 
Kolben wurde eine halbe Stunde zur Ausgleichung der Temperatur stehen- 
gelassen. Alsdann wurde der Stand des Quecksilbers in der Ableitungsréhre 
genau abgelesen, der Becher mit der Phosphatlésung durch einen scharfen 
StoB umgestiirzt und die Lésungen im Innern des Kolbens vermischt. 
Dann wurde der Kolben wieder eine halbé Stunde stehengelassen, damit 
sich die Temperatur im Innern von neuem mit der AuBentemperatur aus- 
glich. Nach Ablauf dieser Zeit wurde die erste Ablesung der absorbierten 
Gasmenge vorgenommen. Die Beobachtung wurde 2 Tage lang fortgesetzt. 
Die Mengen des verbrauchten Sauerstoffs in Kubikzentimetern auf 0° und 
760 mm umgerechnet sind aus folgender Tabelle ersichtlich: 





Zeit in Stdn.: ),' 1 | 2 3 4/9 | 22/24 | 26 | 20/32 35 


Verbrauchter 
Og ineem 0,2 0,305 0,7 0,9) 1,9 4,5)48)5,2)54 61 


Gleichzeitig wurden in einem zweiten ebensolchen Kolben das ent- 
standene Ammoniak und die Abnahme der Aminoséuremenge bestimmt. 
Unter diesen Bedingungen betrug die Menge abgespaltenen Aminostickstoffs 
in 24 Stunden nur 3,05 mg, in 48 Stunden 5,19mg. Wie zu erwarten ist, 
verlauft die Oxydation im ruhig stehenden Kolben etwas langsamer als 
in der geschiittelten Flasche. 

Vergleicht man die absorbierte Sauerstoffmenge mit der Menge 
des zur gleichen Zeit gespaltenen Glykokolls, so ergibt sich, daB auf 
ein Molekiil Glykokoll tatsichlich ein Molekiil Sauerstoff entfallt. Es 
wird daher simtlicher von der Lésung absorbierte Sauerstoff zur 
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Oxydation des Glykokolls verbraucht. Die leicht oxydierbare Chlorogen- 
siure scheint sich hier mit dem Sauerstoff nicht zu verbinden. Dies 
ist aber nur dann méglich, wenn die oxydierte Chlorogensaure fort- 
wihrend wieder zum Ausgangsstoff reduziert wird. Die Konzentration 
der Chlorogensaiure wahrend der ganzen Dauer des Versuchs muB also 
konstant bleiben. Die Sauerstoffkonzentration in der Fliissigkeit bei 
den Schiittelversuchen ist ebenfalls konstant. Nur der Gehalt an 
Glykokoll nimmt ab. Folglich muB der Reaktionsverlauf bei gleich- 
bleibender Temperatur einer Gleichung erster Ordnung entsprechen. 

Auf den ersten Blick bestatigt der eben beschriebene Versuch mit 
in Kolben gegossenen Lésungen diese Annahme nicht. Die Reaktions- 
geschwindigkeit nimmt hier rascher ab als die Gleichung es fordert. 
Es ist aber nicht zu vergessen, daB im Laufe der Reaktion Ameisensiure 
gebildet wird, die trotz der Anwesenheit von Puffern (Glykokoll und 
Phosphat), das pa der Lésung betrichtlich erniedrigt. 

Diese Verinderung der Wasserstoffionenkonzentration kann be- 
seitigt werden, indem in bestimmten regelmaBigen Intervallen soviel 
Phosphat oder titrierte Lauge zugesetzt wird, als nétig ist, um den 
wespriinglichen py-Wert aufrecht zu erhalten (selbstverstandlich muB8 
dabei das px der Lésung fortwihrend mittels der Gaskette gepriift 
werden). Bei dieser Versuchsanordnung wurden folgende Resultate 


erhalten. 


Temperatur 18°C. Anfangliche Stickstoffmenge 19,6 mg. 
Abgespaltener Aminostickstoff in Milligrammen. 





Pu = 95! Pu = 942 


Zeit in Tagen ———— . an = 
gefunden berechnet gefunden berechnet 


3.85 3,47 3,47 
6,94 6,32 6,37 
— 8,61 8,68 
11,43 
—_ 12,98 12,20 
i 13.22 13,51 
15,36 _ : 
- 15,28 15,66 
: 16,39 16,81 
— 16,85 17,30 
_ 17,23 17,71 


CnC Whore 


Aus den angefiihrten Resultaten ist ersichtlich, daB die Reaktion 
unter diesen Bedingungen genau der Gleichung fiir Reaktionen erster 
Ordnung folgt. Ohne Chlorogensiure erfolgt die Reaktion iiberhaupt 
nicht. Im Verlauf der Reaktion bleibt aber die Menge der Chlorogen- 
siure unverindert. Folglich entspricht der Verlauf der Erscheinung 
dem oben dargelegten Schema. 
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Das Chromogen (die Chlorogensiure) wird durch den Sauerstoff 
der Luft oxydiert und in da: Pigment iibergefiihrt. Das Pigment 
wird auf Kosten des Wasserstoffs des Wassers wieder zum Chromogen 
reduziert, wihrend das Glykokoll durch das Hydroxyl des Wassers 
oxydiert wird. 


III. Die Oxydation der Chlorogensiiure durch den molekularen Sauerstoff!. 


Es schien mir von Interesse, die Oxydation und die Reduktion 
der Chlorogensiure voneinander zu trennen und beide Vorgiinge ge- 
sondert zu erforschen. 

Zum Studium des Prozesses der Oxydation der Chlorogensiure 
durch Sauerstoff wurden folgende Versuche vorgenommen. 


Eine Reihe der oben beschriebenen Erlenmeyerkolben wurde mit 
10cem Chlorogenséurelésung (0,2 g Chlorogensiure in 50cem Wasser 
beschickt. In jeden Kolben kamen 10 ccm der Lésung. Auf den Boden 
des Kolbens wurde ein Becher mit Phosphatlésung oder einem Gemisch 
von Phosphat und Atzlauge gestellt. Die Menge des Phosphats und der 
Lauge wurde derart gewahlit, daB das py der Fliissigkeit im Kolben nach 
der Vermischung der Chlorogenséurelésung mit dem Puffer einen be- 
stimmten, im voraus festgestellten Wert erreichte. AuBerdem wurde zur 
Chlorogensaurelésung so viel Wasser zugesetzt, daB das Gesamtvolumen 
der Fliissigkeit (Phosphat und Lauge mitgerechnet) in allen Kolben gleich 
blieb, und zwar 20 ccm betrug. Dann wurden die Kolben verschlossen 
und die Absorption des Sauerstoffs auf oben angegebene Weise bestimmt. 

Die Ergebnisse der Bestimmungen sind in nachstehender Tabelle und 
dem Diagramm (Abb. 1) zusammengestellt. 





Zeit in Stunden: | 1) 41/2! 5tf, 9 191/, 20t/, 24 29 


Pa 12,9 ’ 2,9 | 3, — 43 ’ —_ 
Py = 10,9 : : B 6 | 2,9) - 44 
Pa — 9.6 ’ . : 1,2 1,6 ’ —_ 
Pa = “4 10,2 0, 081.0 16 — 0} 21) — 
Pu ’ pi— ’ 6 : 
Die _angefiihrten 
Daten beweisen, dal 
bei erhéhter Alkaleszenz 
die Geschwindigkeit der 
Sauerstoffabsorption zu- 
nimmt. 

Es war von Inter. 
esse, die Abhiangigkeit 
der Reaktionsgeschwin- 
digkeit von der OH. 
Ionenkonzentration zu 
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standlich, die Geschwindigkeitskonstante der Reaktion bei ver- 
schiedenen pa-Werten zu bestimmen. Diese Bestimmung gelingt 
aber nicht. Die Oxydation der Chlorogensaure ist eine Summarreaktion. 
Wird die Lésung nicht mit Phosphat, sondern mit Ammoniak alkalisch 
gemacht, so laBt der Farbenumschlag der Lésung den Ubergang von 
der einen Reaktion zur anderen erkennen. Die anfinglich gelbe- 
alkalische Chlorogensiurelésung wird bei der Oxydation zuerst intensiv 
grin, dann geht die Farbung in olivgriin tiber, um schlieBlich dunkel- 
braun zu werden. Es wire also erforderlich, fiir jede der Reaktionen 
im einzelnen die Geschwindigkeitskonstante zu ermitteln. Uber die 
dazu erforderlichen Anhaltspunkte verfiige ich aber vorerst noch nicht. 
Deswegen war ich genétigt, mich auf die Feststellung der Abhangigkeit 


) fir die Summarreaktion als Ganzes zu beschranken. 


Es ist leicht, aus unseren Versuchsergebnissen zu berechnen, 
wieviel Stunden zur Absorption eines Grammolekiils Sauerstoff durch 
ein Grammolekiil Chlorogensaure erforderlich sind. 
pa-Wert, um so kiirzer ist diese Zeit. 


Je héher der 


Betrachten wir die so erhaltenen Zahlen als Nenner eines Bruches, 
dessen Zaéhler gleich 100 ist, so erhalten wir eine Reihe von Zahlen, die 
eine gewisse Vorstellung von der Abhangigkeit zwischen der Hydroxyl- 
ionenkonzentration und der Reaktionsgeschwindigkeit der Oxydation der 
Chlorogenséure durch molekularen Sauerstoff gibt. 





Py der Lésung: 7,8 8,9 


Die Reaktionsgeschwindigkeit kennzeich- 

|) ae A 13,0 5,8 1.5 0,47 
7,61 17,1 | 666 212.7 
0,88 1,28) 182] 233 


Wird diese Zahlenreihe logarith- 
miert und in ein Diagramm einge- 
zeichnet, wo die Abszissenachse den 
Pu-Werten entspricht, so ergibt sich 
eine geradlinige Kurve. Nur die 
letzten zwei Zahlen sind etwas unter- 
halb dieser Geraden gelegen. 

Der Grund liegt darin, daB die 
Oxydation bei hoher Alkaleszenz 
so rasch verlauft, daB die Diffusion 
des Sauerstoffs in das Innere der 
Flissigkeit nicht mit geniigender 
Geschwindigkeit erfolgen kann, um 
die Sauerstoffkonzentrationen der 
Lésung konstant zu erhalten. 
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Zwischen der Hydroxylionenkonzentration und der Geschwindigkeit 
der Oxydation der Chlorogensiure durch molekularen Sauerstoff 
besteht also eine sehr einfache Abhangigkeit. Im Verlauf der Oxydation 
der Chlorogensiure bleibt die OH-lonenkonzentration unverandert. 
Dies kann durch nachtragliche Messung des pg der Lésung ohne Miihe 
bewiesen werden. Wird die Aufnahme von Kohlensiure aus der Luft 
durch besondere MaBnahmen verhindert, so bleibt das py der Fliissigkeit 
konstant. Das Hydroxylion spielt folglich in diesem ProzeB die Rolle 
eines Katalysators. 


IV. Die Reduktion des bei der Oxydation der Chlorogensiure 
entstehenden Pigments. 


Von der Konzentration der Hydroxylionen hangt nicht nur die 
Geschwindigkeit der Oxydation der Chlorogensiure durch den Luft- 
sauerstoff ab, sondern auch die Geschwindigkeit der Reduktion des 
dabei entstehenden Pigments. Qualitativ laBt sich diese Abhangigkeit 
leicht wahrnehmen, wenn man ein Gemisch von Glykokollésung und 
in Gegenwart von Ammoniak oxydierter Chlorogensaure in evakuierten 
Ampullen zuschmilzt. Die anfangs intensiv griine Lésung schiligt 
allmahlich ins Gelbe um. Die Anderung der Farbe geht um so schneller 
vor sich, je héher die Hydroxylionenkonzentration der eingeschmolzenen 
Flissigkeit war. Es ist kaum wahrscheinlich, daB die OH-lonen- 
konzentration auf den Vorgang der Reduktion der Chlorogensiure eine 
direkte Wirkung ausiibt. Am ehesten beschleunigt die Erhéhung der 
Alkaleszenz den ProzeB der Glykokolloxydation durch das Hydroxy! 
des Wassers. Dieser ProzeB geht aber nur dann mit nennenswerter 
Geschwindigkeit vor sich, wenn der gleichzeitig ununterbrochen frei- 
werdende Wasserstoff des Wassers durch einen geeigneten Akzeptor 
beseitigt wird, in unserem Falle durch die oxydierte Chlorogensiure 
Je rascher der ProzeB der Glykokolloxydation verlauft, desto rascher 
spielt sich auch der damit verkoppelte Vorgang der Reduktion des 
Pigments zum Chromogen ab. 

Zum quantitativen Studium dieses Prozesses wurde folgendes Ver- 
fahren angewendet. 25 com Chlorogenséurelésung (0,2 g in 50 cem) wurden 
mit 5ccm Phosphatlésung und 20 cem Wasser vermischt. pq = 9,6. Die 
Lésung wurde in Erlenmeyerkolben gebracht und 16 Stunden stehen- 
gelassen. Wahrend dieser Zeit wurden 6,2ccm Sauerstoff absorbiert, 
was 8,82 mg O, entspricht. Von der oxydierten Chromogenlésung wurden 
40 com mit 20 com Glykokollésung (0,5 g in 25 com) und 20 com Phosphat- 
Laugegemisch versetzt, so daB pg der Lésung gleich 9,6 blieb. Dann wurde 
das Gemisch in eine sorgfaltig evakuierte Ampulle eingeschmolzen. Nach 
35 Stunden wurde die Ampulle geéffnet und in der Lésung quantitativ 
das gebildete Ammoniak und die Abnahme des Aminostickstoffs bestimmt. 
Die Menge des abgespaltenen Aminostickstoffs betrug 3,04mg. Wire 
die ganze Menge des von den 40 ccm Chlorogenséurelésung absorbierten 





oy 


au 
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Sauerstoffs, also 7,05 mg, zur Oxydation des Glykokolls nach der oben 
angegebenen Gleichung verbraucht worden, so hitten 3,08 mg Ammoniak- 
stickstoff entstehen miissen. Diese Zahl gibt also die maximale Menge 
des unter solchen Bedingungen abspaltbaren Stickstoffs an. Auf die be- 
schriebene Weise wurde eine ganze Reihe Ampullen beschickt. Dabei 
wurde in den einzelnen Ampullen mittels Phosphat und Lauge pg auf 
verschiedene Werte eingestellt. Zur Analyse des Inhalts wurden Ampullen 
1,5 und 10 Stunden nach Beginn des Versuchs geédffnet. 

Die Resultate der Analysen in Milligrammen Stickstoff sind in folgender 
Tabelle enthalten. 





Py der Lésung: 7,5 8,0 9.0 0.6 10,5 12,0 


032 048 | 0.99 


1 Stunde | ad on : 
0.49 | O86 1,23 


5 Stunden! nach dem Zuschmelzen 


"eran 0.77 | 089 | 154) - - 


Bei dieser Versuchsanordnung schwankte die Hydroxylionen- 
konzentration und die Glykokollkonzentration im Laufe des Versuchs 
unbedeutend. Wesentlich anderte sich nur die Konzentration der 
oxydierten Chlorogensiure. Deswegen muBte der Reaktionsverlauf 
der Gleichung erster Ordnung entsprechen. 

Aus den oben angegebenen Resultaten liBt sich berechnen, wie 
sich die Konstante der Reaktionsgeschwindigkeit mit dem px-Wert 
andert. 





Py der Lésung: 7,5 _ &0 90 yj 10,5 12,0 


Konstante K . 0,012 0,015 0,029 O.074 0,167 
log (K.100) . 0,092 O18 0.47 6! C87 1,22 





Tragt man die Logarithmen von K als 
Ordinaten und die py-Werte als Abszissen 
auf, so erhalt man eine gerade Linie. 

Folglich haben wir es auch hier, 
wie bei der Oxydation der Chlorogen- 
siure, mit einer einfachen Abbangigkeit 
zwischen Reaktionsgeschwindigkeit und 
Hydroxylionenkonzentration zn tun. 

Die geraden Linien, die unsere Ver- 
suchsergebnisse graphisch  darstellen, 
kénnen nicht ohne weiteres aufeinandergelegt werden, da sie unter 
verschiedenen Versuchsbedingungen erhalten und die Resultate 
in verschiedenen Einheiten ausgedriickt wurden. Das eingehende 
Studium unserer Daten zeigt aber, daB bei Erhéhung der py die Ge- 
schwindigkeit des Reduktionsprozesses viel langsamer als die des Oxy- 
dationsprozesses wachst. 
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Wenn die Reaktion des Milieus sich der neutralen nahert, kommt 
die Oxydation der Chlorogensiure durch den Luftsauerstoff fast ginzlich 
zum Stillstand, wihrend die Reduktion noch mit merklicher Ge- 
schwindigkeit stattfindet. Umgekehrt bei héheren pg-Werten, dic 
Oxydation geht schneller als die Reduktion. 

In dem von mir beschriebenen Gemisch von Chlorogensiure., 
Glykokoll- und Phosphatlésungen gehen also gleichzeitig zwei 
Reaktionen vor sich: Die Oxydation der Chlorogensiure durch mole. 
kularen Sauerstoff und die Reduktion des dabei entstehenden Pigments 
durch den Wasserstoff des Wassers. Letztere Reduktion ist mit der 
Oxydation des Glykokolls verkoppelt. Die Geschwindigkeit der einen 
wie der anderen Reaktion ist um so gréBer, je héher die Hydroxylionen- 
konzentration ist. Bei pa < 9,5 ist aber die Reaktionsgeschwindigkeit 
der Pigmentreduktion gréBer als die Reaktionsgeschwindigkeit der 
Oxydation der Chlorogensiiure durch den freien Sauerstoff. Unter 
diesen Bedingungen muB alles sich bildende Pigment sofort zur Oxy- 
dation des Glykokolls verbraucht werden. Umgekehrt findet bei 
pu < 9,5 die Oxydation der Chlorogensiure rascher statt als die Pigment- 
reduktion. Folglich muB sich bei geniigend hoher Alkaleszenz Pigment 
in der Lésung anhaufen. 


V. Die Geschwindigkeit der Summarreaktion der Oxydation 
von Glykokoll durch freien Sauerstoff in Gegenwart von Chlorogensiur 
bei verschiedenen py,-Werten. . 


Es wurden Versuche iiber die Oxydation von Glykokoll durch 
freien Sauerstoff in Gegenwart von Chlorogensaure bei verschiedenen 
pu-Werten von mir ausgefiihrt. Chlorogensiiure- und Glykokollésungen 
wurden in dem anfangs angegebenen Verhiltnis vermischt. Durch 
Zusatz der geeigneten Phosphat- und Laugelésungen wurde das Gemisch 
auf bestimmte Hydroxylionenkonzentrationen eingestellt. Die Lésungen 
wurden in Flaschen geschiittelt und nach 24 Stunden wurden Be- 
stimmungen des Ammoniaks und des Aminostickstoffs (nach van Slyke) 
ausgefiihrt. Die Ergebnisse der Bestimmungen, in Milligrammen Stick- 
stoff ausgedriickt, sind in nachstehender Tabelle angegeben. 





Py der Lésung: |) 81 | 88 91 95 | 11 | 4 12) 
i 


Gebildeter Ammoniakstick- 
stoff in mg, A 0,28 | 0,76 1,35 3,6 5,7 6,3 3.3 
145 188 013 O56 0.76 O80 0,52 


Aus nachstehendem Diagramm ist ersichtlich, daB die Kurve in 
ihrem Anfangsteil als logarithmische Kurve verliuft, dann aber be- 
deutend von ihrer urspriinglichen Richtung abweicht und schlieBlich 
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bei sehr hohen py-Werten einen absteigenden Verlauf annimmt. pa = 9,5 
scheint die ganze Kurve in zwei Hialften zu teilen. Links ist die Ab- 
hangigkeit zwischen O H-lonenkonzentration und Reaktionsgeschwindig- 
keit verhaltnismaBig einfach, rechts ist diese Abhingigkeit erheblich 
komplizierterer Art. 

Betrachten wir zuniichst den linken Teil des Diagramms. Bei 
niedriger O H-lonenkonzentration verlauft die Oxydation der Chlorogen- 
siure durch den Sauerstoft langsamer als ihre Reduktion durch das 
Glykokoll; die Geschwindigkeit des ganzen Prozesses wird folg- 
lich durch die Geschwindigkeit der Sauerstoffabsorption durch die 
Lésung bestimmt. Wie oben erwahnt, besteht zwischen der in einer 
Zeiteinheit absorbierten Sauerstoffmenge und der OH-lonenkonzen- 
tration eine einfache Abhangigkeit, die durch eine geradlinige Kurve 
ausgedriickt werden kann. Es ist daher begreiflich, daB auch hier 
dieselbe Abhangigkeit zutage kommt. 
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Abb. 4. Abb. 5. 


Jede Beschleunigung der Sauerstoffabsorption durch die Lésung 
muB bei den betreffenden pa-Werten die Geschwindigkeit des Gesamt- 
prozesses erhéhen. Dies trifft in der Tat zu. 


Chlorogenséurelésung wurde zuerst durch molekularen Sauerstoff 
24 Stunden lang bei pg = 9,6 oxydiert; sodann wurde der Lésung so viel 
Glykokoll und Phosphat zugesetzt, daB die Konzentration von Chlorogen- 
siure und Glykokoll die gleiche war wie in den vorangehenden Versuchen, 
und pg = 9,1. 

Nach Ablauf weiterer 24 Stunden enthielt die Lésung 2,24 mg Ammo- 
niakstickstoff, anstatt der iiblichen 1,35 mg. Desgleichen erhéht sich die 
urspriingliche Geschwindigkeit des Gesamtprozesses bis zu gewissen Grenzen 
auch bei der Anwendung erhéhter Chlorogenséiurekonzentrationen. Zu 
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diesem Zwecke wurden Versuchslésungen verwendet, die statt der iiblichen 
20 mg Chlorogenséure 40, 80 und 160mg enthielten. Die Abhangigk-it 
zwischen der Menge von Chlorogenséure in der Versuchsfliissigkeit wnd 
der abgespaltenen Ammoniakstickstoffmenge ist aus folgender Tabel|k 
ersichtlich. 

Pu in allen Proben gleich 9,0. 





Chlorogensauregenalt in mg: 2 10 20 40 80 
Ammoniakstickstoff in mg... . O11 O59 119 160 2,10 


Um den ProzeB der Oxydation der Chlorogensiure wesentlich zu 
beschleunigen, verfuhr ich auf folgende Weise. 


Das Gemisch von Chlorogenséiure-, Glykokoll- und Phosphatlésung 
wurde statt der gewéhnlichen Flasche in eine Saugflasche gebracht. Der 
Hals der Saugflasche wurde durch einen Gummistopfen verschlossen, 
durch dessen Bohrung das untere Ende einer Biirette in die Flasche hinein- 
ragte. Die Saugflasche wurde sorgfaltig evakuiert und aus der Biirette 
sehr langsam (1 ccm in 6 Stunden) I proz. H,O,-Lésung hinzuflieBen ge- 
lassen. Da das Wasserstoffsuperoxyd an und fiir sich bei niedrigen py-Werten 
die Chlorogenséure sehr schwach oxydiert, wurde dem Gemisch in der 
Saugflasche von vornherein Peroxydase aus Meerrettich zugesetzt. In 
Gegenwart von Peroxydase wird die Chlorogensiure durch Wasserstoft- 
superoxyd mit groBer Geschwindigkeit oxydiert’). 


Bei dieser Versuchsanordnung wurde folglich in der Lésung fort- 


wahrend eine hohe Pigmentkonzentration aufrecht erhalten. Die 
Bestimmung des in 24 Stunden bei verschiedenen py-Werten in der 
Lésung freigewordenen Ammoniakstickstoffs ergab folgende Zahlen- 
reihe*). 





Py der Lésung: 


Abgespaltener Ammoniakstickstoff 
3. fy eee ee, oe ne 1,0 13 2.6 3.6 
ER Ee Ae o>: ae 0 O11 0,42 O56 


In Abwesenheit von Chlorogensiure bleibt die Oxydation des 
;3) 


Gliykokolls durch H,O, bei niedrigen py-Werten fast ginzlich aus’ 





Pp der Lésung: 7,5 7,9 
Abgespaltener Ammoniakstickstoff in mg . . 0,0 Spuren 0.2 
In den voranstehenden Diagrammen ist diese Reihe durch eine 


durchbrochene Linie wiedergegeben. Wie leicht zu ersehen ist, entspricht 


1) Qualitativ leicht am Auftreten der Griinfarbung bei Oxydation in 
ammoniakalischer Lésung zu erkennen. 

2) Die Gesamtmenge des hinzugefiigten Wasserstoffsuperoxyds war 
iiberall die gleiche und betrug je 4ccm lproz. H,O,. 

5) Vgl. E. Negelein, diese Zeitschr. 142, 493, 1923. 
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ihr Verlauf dem einer logarithmischen Kurve. Unter den beschriebenen 
Bedingungen ist das Pigment fortwaihrend im UberschuB zugegen; 
deswegen wird die Geschwindigkeit des Gesamtprozesses durch die 
Geschwindigkeit der Reduktion der Chlorogensaure bestimmt; letztere 
ist aber um so héher, je héher die Hydroxylionenkonzentration ist. 


VI. Die Rolle des Eisens bei der Oxydation von Glykokoll durch 
molekularen Sauerstoff. 


Nach Warburgs') Ansicht kann die Oxydation organischer Sub- 
stanzen durch molekularen Sauerstoff nur unter Vermittlung von 
Eisen erfolgen. Es war deswegen von Interesse, festzustellen, ob in 
dem von mir beschriebenen Falle Eisen an der Oxydation des Glykokolls 
teilnimmt. Zur Klirung dieser Frage stellte ich eine Reihe von Versuchen 
mit allem Anschein nach vollig eisenfreien Lésungen an. Zur Herstellung 
dieser Lésungen wurde vielfach umkristallisierte Chlorogensiure an- 
gewendet. Weder unmittelbar in der Lésung der Saéure, noch nach 
deren Veraschung konnten die geringsten Spuren Eisen nachgewiesen 
werden. Das Glykokoll war ebenfalls eisenfrei. In dem von mir an- 
gewendeten Phosphat war gleichfalls kein Eisen nachweisbar; trotzdem 
ersetzte ich es in einigen Versuchen durch Natronlauge, die ich unter 
peinlichsten Kautelen aus metallischem Natrium herstellte, Zur Her- 
stellung der Lésungen gebrauchte ich doppelt aus Jenaer Glasretorten 
destilliertes und auf Abwesenheit von Eisen und anderen Metallen 
gepriiftes Wasser. Die eigentliche Reaktion wurde ebenfalls in GefiBen 
aus Jenaer Glas ausgefiihrt. Trotzalledem blieb die Geschwindigkeit 
der Glykokolloxydation dieselbe wie in den friiheren Versuchen. Durch 
Zusatz von KCN in verschiedenen Konzentrationen zu der Lésung 
wurde der OxydationsprozeB nicht merklich beeinfluBt. Bei niedrigen 
Konzentrationen wurde dieselbe Ammoniakmenge wie im Kontroll- 
versuch abgespalten, bei héheren Konzentrationen konnte sogar eine 
gewisse Erhédhung der Ammoniakmenge beobachtet werden. 


Die Oxydation des Glykokolls durch molekularen Sauerstoff fand 
also hier auch in Abwesenheit von Eisen mit merklicher Geschwindigkeit 
statt. Zusatz von Eisen in Ferri- oder Ferroform zur Chlorogensiure- 
lésung hatte keine Beschleunigung der Oxydation des Chromogens durch 
freien Sauerstoff zur Folge. Dennoch wurde der Verlauf der Glykokoll- 
oxydation in Gegenwart von Chlorogensiure durch Zusatz von Ferro- 
salzen in auffallender Weise beeinfluBt. Nachstehende Tabelle enthilt 
die Resultate der Oxydation von Glykokoll durch Sauerstoff in Gegen- 


1) AuBer den oben zitierten Arbeiten s. O. Warburg und S. Sakuma, 
Arch. f. d. ges. Physiol. 200, 203, 1923; S. Sakuma, diese Zeitschr. 142, 


68, 1923. 
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wart von Chlorogensaure, die erhalten wurden, wenn zu dem iiblichen 
Versuchsgemisch noch eine sehr kleine Menge (etwa 0,1 mg) Eisen als 
Ferrosalz zugesetzt wurde. 





Py der Lésung: 8,2 8,8 9,1 %6 


Abgespaltener Stickstoff in mg, C . 0,67 1,5: 2,15 3.8 


2 
0,18 0,33 0,58 


Die Zahlen sind in den Diagrammen Abb. 4 und 5 graphisch durch 
punktierte Kurven wiedergegeben. Es ist augenfallig, daB das Glykokoll 
bei pu < 9,6 in Gegenwart von Eisen bedeutend rascher oxydiert wird 
als in eisenfreiem Milieu. 

Die Erklarung dieser Erscheinung ergibt sich, wenn wir die Total. 
bilanz der Reaktion aufstellen. Wird die Oxydation des Glykokolls 
in Abwesenheit von Eisen bei px = 9,0 in Erlenmeyerkolben aus. 
gefiihrt und dabei nicht nur der abgespaltene Ammoniakstickstoff, 
sondern auch die absorbierte Sauerstoffmenge bestimmt, so stellt sich 
heraus, daB mehr Sauerstoff verbraucht worden ist, als der Gleichung 

CH,NH,COOH + 0, = HCOOH + NH, + CO, 
entspricht. 

Es wurden z. B. bei dieser Versuchsanordnung in 24 Stunden 2,7 ccm 
O, absorbiert, dagegen in dieser Zeit nur 1,12 mg Aminostickstoff ab- 
gespalten, was 1,8 ccm O, entspricht. Ganz ahnlich wurden in 48 Stunden 
4,8cem O, verbraucht und 2,05 mg Ammoniakstickstoff gebildet, wozu 
theoretisch 3,3 ccm Sauerstoff erforderlich waren. ’ 

Es zeigt sich mit Bestimmtheit, daB bei pax = 9,0 nicht die ganze 
Menge des absorbierten Sauerstoffs zur Oxydation des Glykokolls 
verbraucht wird. Ein Teil des Sauerstoffs bleibt in gebundener Form 
in der Lésung. GemaB der Theorie von A. Bach (22) muB bei der 
Oxydation mehrwertiger Phenole durch gasiérmigen Sauerstoff in 
wiasserigem Milieu Wasserstoffsuperoxyd entstehen (23). Werden dic 
beschriebenen Liésungen mit Ather extrahiert, so geht tatsichlich, wie 
es vor kurzem Wieland und Fischer (24) zeigven, H,O, in den Ather 
iiber. Die H,O,-Menge kann leicht mit Hilfe von Titansaéure quantitatiy 
bestimmt werden. 

In 24 Stunden bilden sich 2,7 mg H,O,, in 48 Stunden 5,2 mg H,0,. 
Dies stimmt gut mit dem Uberschu8 an absorbiertem Sauerstoff iiberein 
(theoretisch hatten 2,8 und 5,1 mg H,O, entstehen miissen). 

In Gegenwart von Ferrosalz wird das Wasserstoffsuperoxyd rasch 
zur Oxydation des Glykokolls verbraucht (25). Wahrscheinlich wird 
auch hier nicht das Glykokoll, sondern die Chlorogensiure prima! 
oxydiert. In dieser additionellen Oxydation liegt die Erklarung der 
Erhéhung der urspriinglichen Reaktionsgeschwindigkeit bei Eisen. 
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zusatz. Aus den oben angefiihrten Zahlen ist ersichtlich, daB bei py = 9,0 
ein Drittel der Gesamtmenge des absorbierten Sauerstoffs als H,O, 
nicht ausgeniitzt bleibt Dementsprechend steigt bei Eisenzusatz die 
abgespaltene Stickstoffmenge um etwa 50 Proz. an. 


Bei pa > 9,6 wird simtliches sich bildende Wasserstoffsuperoxyd 
im Laufe des Oxydationsprozesses aufgebraucht; deswegen beeinfluBt 
die Zugabe von Eisensalzen bei dieser OH-lonenkonzentration die 
Reaktionsgeschwindigkeit nicht mehr. Daraus ergibt sich, daB die 
Rolle des Eisens bei unseren Versuchsbedingungen sich auf die Er- 
hdhung des Oxydationsvermégens des Wasserstoffsuperoxyds (Per- 
oxvydasefunktion) beschrankt. 


VIl. Die Bildung des braunen inaktiven Pigments. 


In Lésungen mit pg-Werten iiber 9,6 verliuft die Oxydation der 
Chlorogenséure rascher als ihre Reduktion. Man kann sich leicht iiber- 
zeugen, daB der Verlauf der Kurve des Gesamtprozesses der Glykokoll- 
oxydation in diesem Teile des Diagramms starke UnregelmiBigkeiten 
aufweist. Dies gibt Veranlassung zu der Annahme, daB unter diesen 
Bedingungen méglicherweise noch ein dritter ProzeB sich zu den Vor- 
gingen der Oxydation und Reduktion der Chlorogensaure hinzugesellt. 

Stellen wir die Totalbilanz der Reaktion der Glykokolloxydation 
bei pu-Werten > 9,6 auf, so ergibt sich, daB auch hier, wie bei px = 9,0. 
mehr Sauerstoff absorbiert wird, als der Gleichung entspricht So hat 
zB. bei pa = 10,0 und bei ps = 12,1 ein Gemisch von Glykokoll- 
und Chlorogensiurelésungen folgende Mengen Sauerstoffs (in Kubik- 
zentimeter Gas, auf normale Temperatur und Druck umgerechnet) 
absorbiert : 





Zeit in Stdn.:  /p | 1 2 3 2 22 24 


Pu — 10,0 0,2 05 08 1,0 r é, D, 6,0 6,6 
i 5 5 


Pp = 121 | 06/10 16 20! 26 7 59 


In 24 Stunden wurden bei psa = 10,0 6,6 ccm O, absorbiert; zur 
gleichen Zeit wurden 3,90 mg Ammoniakstickstoff gebildet, entsprechend 
63cem O,. Bei px = 12,1 wurden 5,9 cem O, absorbiert und 2,34 mg 
Ammoniakstickstoff gebildet, wozu bloB 4,0 ccm O, erforderlich sind. 
Bei den angegebenen Hydroxylionenkonzentrationen erfolgt keine 
nennenswerte Anhiufung von Wasserstoffsuperoxyd in der Lésung. 
Folglich wurde der ganze Uberschu8 an absorbiertem Sauerstoff an 
die Chlorogensiure gebunden und zur tieferen Oxydation des bereits 
entstandenen Pigments verbraucht. 

Wie eingangs erwahnt, verlauft die Oxydation der Chlorogensaure 
in mehreren Stufen. Ein Grammolekiil der Saure absorbiert in Lésung 
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bei geniigend hoher OH-lonenkonzentration nacheinander 4 g-Molek ile 
O, (8. Tabelle 8S. 162). Dabei verindert sich (in Gegenwart \on 
Ammoniak) die Farbe der Lésung, indem sie aus dem Gelben ins Griine 
Olivengriine und Dunkelbraune umschligt. Nur das griine und zum 
Teil das olivengriine Pigment kann durch Glykokoll wieder zum Aus. 
gangsstoff reduziert werden. Das braune Pigment wird nicht mehr 
reduziert, ebensowohl als das Glykokoll in Gegenwart dieses Pigments 
nicht oxydiert wird. 


Auf den ersten Blick wire man geneigt anzunehmen, daB bei cer 
Entstehung des braunen Pigments die Hauptrolle der zerstérenden 
Wirkung des Alkalis zugehére. Das trifft aber nicht zu. Eine alkalische 
Lésung von Chlorogensiure (pg = 11,0) kann in evakuierten und 
zugeschmolzenen Ampullen mehrere Wochen aufbewahrt werden 
ohne ihre urspriinglichen Eigenschaften einzubiiBen, wihrend sie an 
der Luft bereits nach 2 bis 3 Tagen tiefbraun wird und in betricht. 
lichem MaBe die Fahigkeit verliert, Glykokoll zu oxydieren. Und 
umgekehrt kann man auch bei geringer Alkaleszenz die Bildung ces 
braunen Pigments erzielen, wenn man die Lésung sehr lange mit Luft 
durchschiittelt oder die Oxydation der Lésung energisch mittels Wasser. 
stoffsuperoxyd in Gegenwart von Peroxydase ausfiihrt. Bei der Bildung 
des braunen Pigments spielen Oxydationsvorginge die Hauptrolle 


Um von dem Einflu8 der Bildung dieses Pigments auf den allgemeinen 
Verlauf der Glykokolloxydation eine Vorstellung zu geben, wurden Ver- 
suche mit vorangehender Oxydation der Chlorogenséure durch Sauerstofi 
bei py > 9,6 ausgefiihrt. Drei Flaschen wurden mit je 5 cem Chlorogen- 
siurelésung (0,2 g in 50 ccm) beschickt. Die Lésung wurde mit so viel 
Phosphatlaugegemisch und Wasser versetzt, daB das Gesamtvolumen in 
jeder Flasche 10 ccm und pg in Nr. 1 9,6, in Nr. 2 10,9 und in Nr. 3 12,0 
betrug. Die Lésungen wurden 2 Tage lang mit Luft geschiittelt. Alsdann 
wurden in jede Flasche 5 cem Glykokollésung (0,5 g in 25 cem) und Phos- 
phatlésung gegeben. Gesamtvolumen der Fliissigkeit in jeder Probe 20 ccn 
bei pq = 9,6. Dann wurde das Schiitteln noch weitere 24 Stunden fort 
gesetzt und die Lésungen der Analyse unterworfen. Statt der gewéhnlich 
bei diesem py-Wert frei werdenden 4,2 mg Ammoniakstickstoff erhielt ich 
bei dieser Versuchsanordnung in Nr. 1 2,52 mg, in Nr. 2 1,21 mg und 
schlieBlich in Nr. 3 0,42 mg. 


Bei pu > 9,6 also setzt die vorangehende Oxydation der Chlorogen- 
siure die Geschwindigkeit der Glykokolloxydation bedeutend herab 
Bei pu< 9,6 beschleunigt dieses Verfahren im Gegenteil, wie oben 
erwahnt, die Oxydation. 


Das bei der Oxydation der Chlorogensiure durch den Sauerstoff 
der Luft entstehende Atmungspigment kann sich in zweierlei Richtungen 
weiter verandern. Entweder wird es wieder zu Chlorogensaure reduziert 
und kann dann von neuem am OxydationsprozeB teilnehmen, oder es 
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wird weiter oxydiert und geht in das braune Pigment iiber. In letzterem 
Falle ist seine Rolle bei dem OxydationsprozeB zu Ende. 

Die Oxydation des Glykokolls durch molekularen Sauerstoff in 
Gegenwart von Chlorogensiure kann nur dann mit gleichmaBiger 
Geschwindigkeit erfolgen, wenn der ReduktionsprozeB vollkommen mit 
dem OxydationsprozeB Schritt halt. Ist dies nicht der Fall, verlauft 
also die Oxydation der Chlorogensiure mit gréBerer Geschwindigkeit 
als ihre Reduktion, so geht stets ein Teil der Saure in das inaktive 
braune Pigment itiber und wird auf diese Weise dem Gesamtprozeb 
entzogen. Unter diesen Bedingungen muB die Oxydation des Glykoko!ls 
allmahlich abnehmen, und zwar ist die Abnahme um so steiler, je 
stirker die Geschwindigkeit der Reduktion des Atmungspigments 
hinter der Geschwindigkeit der Oxydation des Chromogens zuriickbleibt. 


Vill. Die Oxydation des Glykokolls in Gegenwart von Chlorogensiure unter 
der Mitwirkung der Phenoloxydase und der Oxydoredukase. 


In den bisher beschriebenen Versuchen wurde festgestellt, daB 
sowohl die Oxydation wie die Reduktion der Chlorogensiure durch 
Hydroxylionen beschleunigt wird. Deswegen erfolgte auch die Gly- 
kokolloxydation mit erheblicher Geschwindigkeit nur bei relativ hoher 
Alkaleszenz der Versuchslésung. In der lebenden Zelle kommt eine 
so hohe Alkaleszenz niemals vor. Hier treten aber an Stelle der OH- 
lonen ebenso wirksame katalytische Agenzien auf, die Oxydase und die 
Oxydoredukase. 

Bekanntlich lassen sich mehrwertige Phenole in Gegenwart von 
pflanzlicher Phenoloxydase durch den Luftsauerstoff leicht in neutralem 
und sogar schwachsaurem Milieu oxydieren. Auf ahnliche Weise wird 
die Reduktion einer Reihe von Substanzen (z. B. Methylenblau und 
andere) durch die Wirkung der Oxydoredukase in hohem Mabe be- 
schleunigt. Es schien méglich, auch in unserem Falle das Hydroxylion 
durch Lésungen der genannten Fermente zu ersetzen. 


7 Tage alte Sonnenblumenkeimlinge wurden von den Hiilsen befreit, 
bei 45° C getrocknet, mit Benzin entfettet und sorgfaltig zerkleinert. 1g 
des so erhaltenen Mehles wurde mit 20 com Wasser angeriihrt und 12 Stunden 
in der Kalte (bei 2°C) stehengelassen. Nach der Filtration erhielten wir 
einen volistandig klaren, braunen Extrakt, der an und fiir sich weder in 
saurem. noch in schwach alkalischem Milieu nennenswerte Mengen Sauer- 
stoff absorbierte. Hingegen erhéhte er die Geschwindigkeit der Sauerstoff- 
absorption durch Chlorogenséurelésungen in sehr bedeutendem Mabe. 
Wurden im Erlenmeyerkolben mit Ableitungsréhre 10 ccm Chlorogen- 
siurelésung (0,2 g pro 20 ccm), 3 cem Extrakt und 7 cem Wasser vermischt, 
so konnte beobachtet werden, daB die Chlorogenséure unter diesen Be- 
dingungen sogar bei niedrigen pg-Werten energisch Sauerstoff absorbiert. 

In folgender Tabelle sind die bei zwei Versuchen absorbierten Sauerstoff- 
mengen in Kubikzentimetern (korrigiert) angegeben. 
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Zeit in Stunden : We) 1 I1/, 


Saure Lésung mere 0,1 0,2 0,3 
Schwach  alkalische 
Losung, Py — 7,6 1,0 1,4 ; 2,0 


Aus diesen Zahlen geht hervor, daB die Chlorogensaure in Gegen. 
wart des Extrakts sogar in saurem Milieu mit merklicher Geschwindig. 
keit Sauerstoff aus der Luft absorbiert. (Die Geschwindigkeit ist 
annihernd dieselbe, die bei Abwesenheit des Ferments bei pu = 9.0 
erreicht wird.) In schwach alkalischem Milieu verlauft der Prozes 
mit derselben Geschwindigkeit, mit der er in fermentfreier Lésung 
bei pa = 11 bis 12 vor sich geht. Diese Beschleunigung der Oxydation 
der Chlorogensaure wird zweifellos durch die Phenoloxydase bewirkt (26) 
Die Anwesenheit eines Reduktionsferments (Oxydoredukase) im Extrakt 
kann ebenfalls nachgewiesen werden'). Trotzdem wird Glykokoll 
durch den Extrakt nicht in nennenswertem MaBe oxydiert. Dies hiingt 
davon ab, dab der Extrakt keine Chlorogensiure enthalt. Die ganze 
Chlorogensaure, die aus den lebenden Keimlingen leicht mit kochendem 
70proz. Alkohol extrahiert werden kann, wird bei der Extraktion mit 
Wasser und dem darauffolgenden Filtrieren durch den Sauerstoff der 
Luft oxydiert und in das stabile, braune Pigment verwandelt, das dem 
Extrakt seine charakteristische Farbung verleiht. Ein Versuch, aus 


diesem Extrakt Chlorogensiure zu isolieren, miBlang vollstandig. 

Wird jedoch der Extrakt mit Chlorogensiurelésung vermengt, 
so gewinnt das Gemisch die Fahigkeit; Glykokoll auf Kosten des 
atmospharischen Sauerstoffs zu oxydieren. Die Versuche wurden 
unter folgenden Bedingungen ausgefiihrt. 


Vermischt wurden 10cem Chlorogenséurelésung (0,1 g in 50 ccm), 
5 ecm Glykokollésung (0,5 g in 25 cem), 2 cem Extrakt und 3 ccm Wasser’), 
das so viel Bicarbonat oder Phosphat enthielt, als nétig war, um dem 
ganzen Gemisch eih pq von 7,6 bis 7,8 zu erteilen. Das Gemisch wurde 
in ein breites, dickwandiges Reagenzglas gegossen. Bereits nach 2 bis 
3 Minuten nahm die Lésung die charakteristische griine Farbe an. Dann 
wurde das Reagenzglas mittels eines Gummistopfens, in dessen Bohrung 
ein Glasrohr mit Hahn hineingefiigt war, verschlossen. Die Luft wurde 
médglichst vollstandig aus dem Reagenzglas ausgepumpt und die Lésung 
in einer Stickstoff- oder Wasserstoffatmosphare stehengelassen. Bei dieser 
Versuchsanordnung erfolgte die Reduktion des Pigments zum urspriing- 
lichen Chromogen. Die Geschwindigkeit des Prozesses war aber relativ 
gering. Erst nach 3 Stunden schlug die griine Farbe der Lésung wieder 
ins Gelbe um. Alsdann wurde wieder Sauerstoff oder Luft in das Reagenz- 


1) Methoden zur quantitativen Bestimmung dieses Ferments in FEx- 
trakten aus gekeimten Samen werden gegenwartig von mir ausgearbeitet. 

*) Zur Herstellung der Lésungen wurde stets frisch gekochtes Wasser 
verwendet. 
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gias eingelassen. Die Lésung firbte sich wiederum griin. Sie wurde 1 Minute 
an der Luft stehengelassen und dann wieder im sauerstofffreien Raume 
abgeschlossen. Dabei beginnt wieder die Reduktion des Pigments, die 
ebenso wie das erste Mal erst nach 3 Stunden vollstandig ist. 

Obwohl die Reduktion des Pigments in Gegenwart von Extrakt 
bedeutend rascher erfolgt als ohne denselben, ist jedoch die Geschwindig- 
keit der Oxydation der Chlorogensiure um ein Vielfaches (100- bis 
20fach) gréBer als die Geschwindigkeit des Reduktionsprozesses. Die 
Gegenwart des Extrakts schafft also ahnliche Bedingungen wie die 
starke Alkaleszenz. 

Obiges Verhaltnis zwischen dem Oxydations- und dem Reduktions- 
prozeB konnte ich etwas abandern, indem ich dem Gemisch aus Milch 
isolierte Oxydoredukase (Perhydridase) zusetzte, die mir in liebens- 
wirdiger Weise von Herrn D. M. Michlin zur Verfiigung gestellt wurde. 
Unter diesen Bedingungen wird das wihrend einer Minute gebildete 
Pigment binnen einer Stunde wieder zum Chromogen reduziert. Es 
ist mir aber bisher nicht gelungen, auf diese Weise den Unterschied in 
der Geschwindigkeit der Reduktion und Oxydation des Chromogens 
vollig auszugleichen. 

Gleichzeitig mit der Reduktion des Pigments findet die Oxydation 
von Glykokoll statt. Mit welcher Geschwindigkeit dieser ProzeB vor 
sich geht, ist aus der Menge des in den Lésungen entstehenden 
Ammoniaks und der unverandert gebliebenen Aminosiure ersichtlich. 


Bei jeder minutenlangen Oxydation und nachfolgender Reduktion 
spalten 20 cem der Lésung 0,2 mg. Stickstoff ab. Bei der beschriebenen 
Versuchsanordnung bleibt diese Geschwindigkeit ziemlich konstant. 
Als Beispiel seien folgende Versuche angefiihrt. 


Versuch 1. 

Das Gemisch enthielt auf je 5cem Glykokollésung 10 ecm Chlorogen- 
siurelésung (0,1 g pro 50 ccm), leccm Extrakt, 1 ccm Perhydridase und 
3cem Phosphatlésung. pq = 7,8. Als Antisepticum wurde Toluol zugesetzt. 
Temperatur = 18°C. 

Am ersten Tage wurde die Lésung fiinfmal geschiittelt. 1,1 mg’) Stick- 
stoff abgespalten. 
Am zweiten Tage wurde die Lésung viermal geschiittelt. Weitere 0,9 mg 

Stickstoff abgespalten. 

dritten Tage wurde die Lésung viermal geschiittelt. Weitere 0,8 mg 

Stickstoff abgespalten. 

vierten Tage wurde die Lésung zweimal geschiittelt. Weitere 0,4 mg 

Stickstoff abgespalten. 

fiinften Tage wurde die Lésung einmal geschiittelt. Weitere 0,2 mg 

Stickstoff abgespalten. 


Im ganzen wurde l6mal geschiittelt. 3,4 mg Stickstoff abgespalten. 


1) Uberall auf 20 com Lésung berechnet. 





A. Oparin: 


Versuch 2. 


Das gleiche Versuchsgemisch wie in Versuch 1, aber Perhydridase 
durch Wasser ersetzt. 
Am ersten Tage wurde die Lésung dreimal geschiittelt. 0,8 mg Stickstoff 
abgespalten. 
zweiten Tage wurde die Lésung zweimal geschiittelt. Weitere 0,3 mg 
Stickstoff abgespalten. 
dritten Tage wurde die Lésung zweimal geschiittelt. Weitere 0,4 mg 
Stickstoff abgespalten. 
vierten Tage wurde die Lésung einmal geschiittelt. Weitere 0,2 mg 
Stickstoff abgespalten. 
fiinften Tage wurde die Lésung einmal geschiittelt. 
sechsten _,, 9 ” ” ” ” 
siebenten _,, ” * , ” ” 
achten ” , ’ ” ” ” 


Weitere 0,9 mg 
Stickstoff 
| abgespalten. 


Im ganzen wurde 12mal geschiittelt. 2,6 mg Stickstoff abgespalten. 


Versuch 3. 


Dieselbe Lésung wie in Versuch 2. Am ersten Tage wurde die Lésung 
zweimal geschiittelt und dann 10 Tage ohne Luftzutritt stehengelasven. 
Die abgespaltene Stickstoffmenge betrug 0,3 mg. 

Beriicksichtigt man, daB im Versuch 1 die Lésung im ganzen 
16 Minuten und im Versuch 2 12 Minuten lang mit Luft in Berihrung 
kam, so ergibt sich, daB die Oxydation des Glykokolls unter diesen 
Bedingungen mit auBerordentlich groBer Geschwindigkeit erfolgt 
(In 16 Minuten hatten 20 ccm der Lésung 5,4 ecm O, absorbiert.) 

Das beschriebene System aus Oxydase, Chlorogensiure und Oxydo- 
redukase ist als ein natiirliches Atmungsmodell anzusehen.  Freilich 
ist es noch sehr unvollkommen und arbeitet noch nicht mit hinreichender 
GleichmaBigkeit, es bietet aber den Vorzug, aus isolierten Bestandteilen 
der Zelle zu bestehen. 


IX. Die Ursache des Aufhiérens der aeroben Atmung bei der Zerstérung 
der Zellstruktur. 


Wie aus dem Vorangehenden ersichtlich, gestaltet sich das Ver- 
haltnis zwischen der Oxydationsgeschwindigkeit und der Reduktions- 
geschwindigkeit in den von mir angewendeten Lésungen zugunsten des 
Oxydationsprozesses. 

Wird die in Versuch 2 verwendete Lésung in einem flachen 
GefiB an der Luft stehengelassen, oder mit Luft geschiittelt, so kann 
man beobachten, daB sie sehr bald ihre griine Farbe verliert und braun 
wird. Aufeinanderfolgende Analysen der Lésung zeigen, daB die Oxy. 
dation des Glykokolls anfangs sehr stiirmisch verliuft, nach Verlauf 
von 2 bis 3 Stunden aber bereits zu volligem Stillstand kommt. 
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Zeit in Stunden : ’ 2 


stickstoff in mg 2,2 


Bei dem Aufhéren der Oxydation des Glykokolls spielt das Ver- 
schwinden des Atmungspigments die Hauptrolle. 


Wird z. B. eine Mischung von Chlorogensaéurelésung und Extrakt 
zunachst 6 bis 12 Stunden an der Luft stehengelassen und dann mit Gly- 
kokoll vermischt, so erfolgt keine Abnahme des Aminostickstoffs und 
keine Ammoniakbildung. Wird zur Herstellung der Lésungen mit Sauer- 
stoff gesattigtes Wasser verwendet und der ganze Versuch unter energischem 
Schiitteln der Fliissigkeit ausgefiihrt, so kommt die Oxydation des Gly- 
kokolls nach kurzem Aufschwung rasch (in 2 bis 3 Minuten) zum Stillstand. 
In evakuierten und zugeschmolzenen Ampullen aufbewahrt, behalt dagegen 
das Gemisch alle seine Eigenschaften waihrend einer Woche und mehr. 
Nach Offnen der Ampulle verlauft die Oxydation fast genau so wie in frisch 
dargestellten Lésungen. 

Das Verhiltnis zwischen Oxydase und Redukase in dem von mir 
verwendeten Extrakt gestaltete sich derartig, daB die Oxydation bei 
freiem Luftzutritt infolge des Ubergangs des Atmungspigments in 
eine stabile Verbindung (das braune Pigment) nicht lingere Zeit fort- 
dauern konnte. Es liegt kein Grund zur Annahme vor, daB in der 
unversehrten, lebenden Pflanzenzelle ein anderes quantitatives Ver- 
hiltnis zwischen den erwihnten Fermenten bestehe. In der lebenden 
Zelle verlaufen aber die Oxydationsprozesse tiberaus gleichmaBig, und 
es entsteht dort normalerweise kein braunes Pigment. Die Oxydations- 
und Reduktionsvorginge in der lebenden Zelle befinden sich daher im 
Gleichgewichtszustand. Auf welche Weise dieser Gleichgewichts- 
zustand erzielt wird, ist vorerst noch nicht klar. Am nachsten liegt 
die Vermutung, daB die Erscheinungen der Protoplasmapermeabilitat 
hier mitspielen. Wird die Integritat der Zelle, z. B. durch mechanische 
Verletzung, gestért, so nehmen die Oxydationsprozesse iiber die 
teduktionsprozesse iiberhand. Es erfolgt dieselbe Erscheinung, die 
bei der energischen Oxydation meiner Gemische beobachtet wurde. 
Hier wie dort findet zunichst eine explosionsihnliche Erhéhung der 
Oxydationsintensitét statt, worauf die Oxydation rasch abnimmt und 
zum Stillstand kommt. Gleichzeitig erscheint sowohl in dem Gemisch 
als in der geschidigten Pflanzenzelle das dunkelbraune Pigment. Diese 
Pigmentbildung ist mit dem Stillstand der aeroben Atmung aufs engste 
verkniipft. 

W. Palladin hat im Zusammenhang mit seinen Versuchen iiber 
das Erfrieren von Pflanzenkeimen und Blattern darauf hingewiesen, 
daB das Auftreten der braunen Farbung das sicherste Zeichen des 
Absterbens der Pflanze ist. Man kann im voraus sicher sein, daB solche 
dunkel gewordenen Pflanzen nicht mehr auf normale Weise atmen kénnen. 
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Der gleiche Effekt wird bei der Erhéhung des Partialdrucks des 
Sauerstoffs in der die Pflanze umgebenden Atmosphire beobachte: 
Nach kurzdauernder Zunahme der Atmungsintensitat hért die Pflanz+ 
auf zu atmen. Als ich zu solchen Versuchen atiolierte Sonnenblume) 
keimlinge benutzte, konnte ich die Bildung des charakteristischey 
braunen Pigments beobachten. 

Unter dem EinfluB der Narkotica erfihrt die Permeabilitat ces 
Protoplasmas bekanntlich tiefgreifende Verinderungen. In diese: 
Hinsicht wirken die Narkotica fast ebenso wie das Erfrieren oder sogar 
die mechanische Zerstérung der Zelle. Deswegen hat auch die Wirkung 
der Narkotica dieselben Folgen wie die erwaihnten Eingriffe. Dic 
Pflanzenzelle beginnt erst intensiver zu atmen, dann treten braune 
Pigmente auf und die Atmung steht still. 

Alle eingangs beschriebenen Erscheinungen der Atmungsstimu 
lierung sind einander eben deshalb ahnlich, weil ihnen ein und dieselbe 
Ursache, nimlich der Zutritt tiberschiissigen Sauerstcffs ins Innere 
der Zelle, zugrunde liegt. Infolgedessen wird das Gleichgewicht zwischen 
den Oxydations- und Reduktionsvorgingen gestért. Zunichst hat 
dies eine Erhéhung der Atmungsintensitat zur Folge, dann aber hort 
die Atmung wegen der Zerstérung des Chromogens auf. 

Vorliegende Untersuchungen kénnen natiirlich noch nicht als 
abgeschlossen angesehen werden. Auf Grund der hier mitgeteilten 
Ergebnisse glaube ich aber zu folgenden Schliissen berechtigt zu sein 

1. Die in der lebenden Zelle stattfindende aerobe Atmung bestelit 
aus zwei Hauptmomenten, erstens der Oxydation eines Atmungs. 
chromogens durch den Luftsauerstoff zum Pigment, unter dem Einflul 
der Phenoloxydase, und zweitens der Reduktion des Pigments zum 
urspriinglichen Chromogen, unter dem Einflu8 der Oxydoredukase 
Letzterer Vorgang vollzieht sich auf Kosten des Wasserstoffs des 
Wassers, wihrend das Hydroxyl des Wassers von den Atmungs 
materialien der Zelle aufgenommen wird. 

2. Fiir den gleichmaBigen Verlauf der Oxydation ist von wesent-. 
licher Bedeutung, daB zwischen beiden genannten Vorgiingen cin 
gewisses Gleichgewicht bestehe. 

3. Bei erhéhter Sauerstoffabsorption, infolge mechanischer oder 
chemischer Beeintraichtigung der Integritét an Zellen, kommt der 
ProzeB der aeroben Atmung wegen der Umwandlung des Atmungs 
chromogens durch tiefgehende Oxydation in inaktives Pigment zum 
Stillstand. 


Es ist mir eine angenehme Pflicht, zum SchluB Herrn Prof. A. Bac/ 
fiir den stetigen Beistand, den er mir bei der Ausfiihrung dieser Arbeit 
gewihrte, meinen tiefsten Dank auszusprechen. 
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Zur Kenntnis des Mechanismus der Immunititserscheinungen. 


III. Mitteilung: 
Uber den Einflu8 einiger Aminosiuren auf die Wirkung des Tetanustoxins, 


Von 
B. Sbarsky und Z. Jermoljewa. 


(Aus dem Biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1927.) 


In ihren Arbeiten tiber die Adsorption der Aminosiuren und des 


Diphtherietoxins durch die roten Blutkérperchen haben Sharsky (1) und 
Subkowa (2) unter anderem auch den Einflu8 einiger Aminosaéuren auf 
die Wirkung des Diphtherietoxins untersucht. 


Die genannten Autoren haben festgestellt, daB ein Gemisch von 
Diphtherietoxin mit kleinen Mengen Tyrosins fiir Meerschweinchen 
bei subkutaner Injektion vollstandig atoxisch ist. Ahnliche Versuche 
mit Glykokoll ergaben ein Uberleben der Meerschweinchen im Durch. 
schnitt um 5 Tage im Vergleich zu den Kontrolltieren; wurde dem 
Toxin Alanin zugesetzt, so iiberlebten die Tiere die Kontrolle um 2 Tage 
Leucin blieb dagegen wirkungslos. 


Es war von Interesse, den Einflu8 derselben Aminosduren auf cir 
Wirkung de; Tetanustoxins zu priifen. Wir hatten trockenes Tetanus- 
toxin zur Verfiigung, das uns von Herrn Prof. S. W. Korschun in 
liebenswiirdiger Weise iiberlassen wurde. 

Die tédliche Dosis dieses Toxins fiir eine 20g wiegende Maus 
betrug 0,00001. Zu unseren Versuchen wurden reine Aminosduren- 
praparate (Tyrosin, Alanin, Asparagin, Glykokoll, Leucin) der Firma 
Kahlbaum verwendet. 

Es wurde vor allem die Wirkung der reinen Aminosauren auf die 
Mause gepriift. Es stellte sich heraus, daB Alanin, Tyrosin, Asparagin 
und Leucin in Dosen von 0,01 bis 0,05 durch etwa 20 g wiegende Tiere 
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ohne Folgen vertragen wurden, abgesehen von einer unbedeutenden 
Lokalreaktion nach der Injektion von Tyrosin. 
Die Versuche wurden auf folgende Weise ausgefiihrt: 


Es wurden Lésungen der Aminoséuren und des Tetanustoxins von 
solcher Konzentration hergestellt, daB nach der Mischung der Lésungen 
2cem des Gemisches eine tédliche Dosis des Toxins und eine bestimmte 
Menge der Aminosaure enthielten. Bei den Versuchen mit Tyrosin mubten 
infolge der geringen Léslichkeit dieser Aminoséure durch sorgfaltiges Ver- 
reiben in der Reibeschale hergestellte wasserige Suspensionen verwendet 
werden. 

Die Mischung aus Aminoséure und Tetanustoxin wurde | Stunde, in 
einigen Versuchen aber 5 Tage lang im Thermostaten stehengelassen und als- 
dann den Miausen zu je 2, 4 usw. ccm, d. h. je 1, 2 usw. tédliche Dosen sub- 
kutan injiziert. Die Kontrolltiere erhielten nur eine tédliche Dosis Toxin. 
Die Versuche wurden in Serien zu 20 bis 30 Miusen ausgefiihrt, von denen 
zwei als Kontrolle dienten. Im ganzen wurden 132 Versuche ausgefiihrt. 


Tabelle I. 





Menge Zahl Bis zur Ein- Menge | Zahl Auf 
dun Dim.des fuhrung stand der der tibers prog 
Tetanuss das Gemisch im Versuchs: | lebenden a i 

Tyrosins toxins Thermostaten tiere | Tiere lage 


Aminosaure wieviel 
2n 100 
1 Stunde 100 


ae ! 0 
, 100 


5 Tage : : 100 
: 0 


: 0 
0,05 , 1 Stunde ri 


Glykokoll . ; 0 
0,01 . 5 Tage . 


Leucin . ...) 0,05 1 Stunde 
Alanin . .../| 0,05 | 9 l 


Asparagin . ., 0,05 1 


*) © = iiberstanden nicht. 
**) oo = tberstunden. 


Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle | zusammengestellt. Wie 
aus dieser Tabelle ersichtlich, wurden mit Leucin, Glvkokoll und 
Asparagin durchweg negative Resultate erhalten. 

Die Wirkung des Alanins war ebenfalls unbedeutend, obwoh! die 
Versuchstiere in einigen Fallen die Kontrolle um 5 Tage iiberlebten. 
AuBerordentlich giinstige Resultate wurden mit Tyrosin erzielt. 

Durch Zusatz von Tyrosin in Dosen von 0,01 wurde eine Letaldosis 
des Toxins vollstandig entgiftet. Subkutane Injektion des Gemisches 
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rief nur ein unbedeutendes entziindliches Odem hervor. Das aus Plasiia 
und Leucocyten bestehende Odem bildete sich langsam zuriick, und 
nach 6 bis 8 Tagen verblieb nichts als ein kleines, subkutanes Knétchen 
das bald verschwand oder in vereinzelten Fallen in einen aseptischen 
AbszeB iiberging. 

Die Wirkung dieser Dosis (0,01) Tyrosins hért bei 5 Dim Tetanus. 
toxin auf. Bei 5 Dim bleibt sogar der Zusatz von fiinffachen Mengen 
Tyrosins (0,05 g) wirkungslos, wahrend zur Entgiftung von vier letalen 
Toxindosen schon 0,01 g Tyrosin geniigt. Diese eigentiimliche Er 
scheinung wurde bereits bei den Versuchen mit Diphtherietoxin beol 
achtet (unveréffentlichte Untersuchungen unseres Instituts); das 
Studium des Phanomens wird fortgefiihrt. Recht interessant ist auch 
folgende Beobachtung. Wird das Gemisch von Tetanustoxin uni 
Tyrosin filtriert, Filtrat und Niederschlag den Versuchstieren getrennt 
injiziert, so erweisen sich beide Anteile als vollstandig inaktiv. 

Bei fiinftagigem Aufenthalt des Gemisches im Thermostaten wird 
es auch bei kleinen Tyrosindosen atoxisch. 

Die Kontrolle (reines Toxin) behalt bei fiinftagigem Stehen im 
Thermostaten ihre Eigenschaften. Die Annahme, daB der inaktivierende 
EinfluB des Tyrosins auf das Tetanustoxin durch Verinderung ces 
pu bewirkt sein kénnte (demgegeniiber das Toxin bekanntlich selu 


empfindlich ist), bestatigt sich nicht. Bestimmungen des py ergaben 
daB die pu-Werte waihrend der ganzen Dauer des Aufenthalts im Thermo. 
staten sowohl im Tyrosin-Toxingemisch (zur Bestimmung multe 
filtriert werden) als im reinen Tetanustoxin nur zwischen 6,7 und 6,4 
schwankten. Folglich kann in diesem Falle von einer Wirkung det 
Verinderung des px nicht die Rede sein. 


Es schien von Interesse, den EinfluB des Tyrosins auf das Tetanus- 
toxin bei getrennter Einfiihrung in den Organismus zu erforschen 
Es wurden Versuche an 20 Mausen ausgefiihrt, bei denen Toxin und 
Tyrosin zur gleichen Zeit, aber getrennt, in verschiedenen Kérperhalften 
der Versuchstiere injiziert wurden. Das Resultat der Versuche war 
negativ: die Tiere gingen fast gleichzeitig mit der Kontrolle zugrunde 


Aus aen Resultaten ist ersichtlich, daB das Tyrosin bei unseren 
Versuchen dem Tetanustoxin gegeniiber dieselbe Rolle spielte, wie 
das Formol in den Versuchen von Léwenstein, Eisler, Sordelli wud 
Descombey (3), das Chinin bei Marie (4), das Ozon und das Natrium- 
oleinat bei Nelis (5), die Milch bei Joannidés (6), der Agar bei Minkewic: 
und Zuckermann (7), das Tapioka bei Ramon und Descombey (8). 

Von groBer Bedeutung ist der Umstand, daB das Tyrosin aut 
Tetanustoxin dieselbe neutralisierende Wirkung ausiibt wie auf )i- 
phtherietoxin. Diese Erscheinung beruht nach Sbharsky darauf, dal 
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die von den Erythrocyten adsorbierten Aminosduren die Adsorption 
des Toxins verhindern. Unbegreiflich bleibt aber, weshalb das Toxin 
mit Tyrosin, zur gleichen Zeit, aber davon getrennt, in verschiedene 
Koérperteile injiziert, seine Toxiditat behalt. Die Ursache kénnte 
allerdings in der langsamen Resorption des Tyrosins liegen, infolge- 
deren das Tyrosin die Erythrocyten erst spater erreichen kann. 


Die erzielten Resultate veranlaBten uns, auch die prophylaktische 
Wirkung des Tyrosins zu untersuchen. 


Eine Reihe von 25 Mausen erhielt eine einmalige Injektion von je 
0,05 g Tyrosin subkutan, eine andere Reihe (30 Mause) vier Tyrosininjek- 
tionen in dreitagigen Intervallen, in zunehmenden Dosen von 0,01 bis 0,05 g. 


Tabelle I. 





Wieviel- An welchem Taye nach der 
mal letzten Aimnosaureinjektion 
Dosis wurde Tetanustoxin eingefiihrt ? 
eine be 


getuhrt 2 3 5 7 10 


r . 1 0 oo 
0,05 g Tyrosin . vie Sige ‘ 0 


» 0 
016 ¢ oh a. ae ae ‘ a 


‘“ oo 
0,05 ¢ Leucin 


1 ¢ Glykokoll . 


10cem physiol. Kochsalzlosung 
10 ,, destill. Wasser . 


0 = tiberstanden nicht. 
oo == iiberstanden. 


Aus den Resultaten dieser Versuche (Tabelle Il) geht hervor, dab 
die prophylaktische Wirkung des Tyrosins gleich Null war, wenn 
zwischen der Tyrosininjektion und der Injektion von Tetanustoxin 
nicht mehr als 2 Tage verstrichen. Mit Zunahme des Zeitraums zwischen 
Tyrosin- und Toxininjektionen andert sich das Bild. 


Vom dritten bis zum zehnten Tage nach der letzten Tyrosin- 
injektion, bei den Versuchen mit einmaliger Injektion, und vom dritten 
bis zum fiinfzehnten Tage, bei denen mit wiederholten Tyrosin- 
einspritzungen, sind die Tiere imstande, der Wirkung einer und in 
einigen Fallen sogar zweier Tetanusdosen des Toxins zu wiederstehen. 


Wird das Intervall zwischen den Injektionen von Tyrosin und 
Toxin bis auf 20 Tage ausgedehnt, so ist das Tier unfihig, sogar die 
einfache tédliche Dosis zu ertragen. 
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Ahnliche Versuche wurden mit Leucin, Asparagin und Glykokol] 
angestellt. Desgleichen wurde zur Kontrolle die Resistenz der Tire 
nach Injektion von 10 ccm destillierten Wassers oder physiologischer 
Kochsalzlésung gepriift. Es stellte sich heraus, daB von allen 
erwihnten Substanzen nur Leucin gewisse prophylaktische Figen. 
schaften aufweist. Betrug z. B. das Intervall zwischen der Leucin. 
injektion und der Toxineinspritzung 3 bis 5 Tage, so war das Tier 
imstande, die Wirkung der einfachen Letaldosis zu tiberstehen. Dic 
Versuche mit Asparagin und Glykokoll, destilliertem Wasser und 
physiologischer Lésung ergaben negative Resultate. Auch in diesen 
Versuchen erwies sich also das Tyrosin als die wirksamste aller an. 
gewendeten Aminosauren. 

Es wurde auch die prophylaktische Wirkung peroraler Verab. 
reichung von Tyrosin untersucht. 

Da es mit Schwierigkeiten verbunden war, Mausen Tyrosin per os 
einzufiihren, wurden zu diesen Versuchen Meerschweinchen verwendet 
Es wurden wihrend 10 Tagen je 0,1 g Tyrosin in wiasseriger Suspension 
tiglich an 15 Meerschweinchen verfiittert. Alle Tiere wiesen sogar 
der einfachen Letaldosis des Tetanustoxins gegeniiber kleine Resistenz 
auf, abgesehen von der Dauer der Zeitspanne zwischen der letzten 
Tyrosingabe und der Toxininjektion. 

Auf diese Weise haben wir es berm Tyrosin sicher, in gewissem 
MaBe aber auch beim Leucin mit Substanzen zu tun, die eine pro- 
phylaktische Wirkung gegeniiber dem Tetanustoxin aufweisen. Diese 
Erscheinung kann befriedigend vom Standpunkt der Hypothese Shars/ ys 
erklirt werden; denn das prophylaktisch injizierte Tyrosin konnte in 
den Versuchen Depots bilden, aus denen es nach und nach in das Blut 
iiberging und dabei die Erythrocyten vor der Adsorption des spiter 
injizierten Tetanustoxins schiitzte. Man kénnte aber die prophylaktische 
Rolle des Tyrosins auch vom Standpunkt der ,,Proteintherapie™ be- 
trachten. In den neuen Versuchen von Métalnikoff (9) konnte durch 
indifferente Substanzen, z. B. durch Albumin, Zucker oder Starke, 
eine mehr oder minder intensive Reaktion von seiten verschiedener 
Kérperzellen hervergerufen werden. Die Reaktion ist fast immer 
entziindlicher Art. Sie besteht in einer Anhiufung von Polynuclearen 
Monocyten, Makrophagen und Lymphocyten und halt gewoéhniich 
10 bis 15 Tage nach der Injektion an. Mit solchen Abwehrmitteln 
bewaffnet, ist der Organismus imstande, der schidlichen Wirkung ces 
Toxins Widerstand zu leisten. 

Es blieb die Frage offen, ob die antigenen Eigenschaften des (e- 
misches aus Tetanustoxin und Tyrosin nach der Entgiftung erhalten 
blieben, wie es in den Versuchen von Ramon, Nelis, Descombey, Marv 


der Fall war. 
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Versuche, die zu diesem Zwecke von uns ausgefiihrt wurden, 
ergaben positive Resultate. 


40 Mause wurden mit ,,Tyrosin-Toxin“ immunisiert. 2 Wochen nach 
der letzten Injektion erhielten fiinf Mause je fiinf Dlm. und fiinf Mause je zehn 
todliche Toxindosen. Die Tiere, die fiinf Dosen erhalten hatten, blieben 
am Leben, wahrend diejenigen, denen zehn Letaldosen injiziert wurden, 
zugrunde gingen. Einen Monat nach der letzten Injektion erhielten wieder 
zwei Serien von Mausen je 5 und 10 Dim. Tetanustoxin; auch in 
diesem Falle wurden 5 Dim. von den Mausen ohne Schaden ertragen, 
die Maéuse, die zehn Toxindosen erhielten, blieben am Leben und zwei 
gingen zugrunde. 11, Monat nach der letzten Injektion waren die Resultate 
dieselben. 2 Monate nach der letzten Injektion erhielten wieder zwei Serien 
von Mausen je 5 und 10 Dim., alle Tiere blieben am Leben (Tabelle III). 


Tabelle III. 





s Wahrend wie vieler Tage , 
Zabl Zahl Dim, = Pach d. letzten Injektion Zah! der 
der Mause wurde Tetanustoxin Uberlebenden 
eingefuhrt ? 


14 
14 
30 


5 
10 


= lberstanden nicht. 
uberstanden. 


Aus den Ergebnissen ist ersichtlich, daB die antigenen Eigen- 
schaften des ,,Tyrosintoxins’‘ zwar erhalten geblieben sind, aber eine 
gewisse Abschwiichung erfahren haben, denn die véllige Unempfindlich- 
keit tritt erst 2 Monate nach der Immunisierung ein, wie bei der 
Immunisierung durch mit Natriumoleinat oder Ozon vorbehande!tes 
Toxin (in den Versuchen von Nelis nach 76 Tagen) kann das ,,Tyrosin- 
toxin’ zu den Anatoxinen gerechnet werden. Nach Ramon miissen 
letztere folgenden Anforderungen geniigen: 1. atoxisch sein, 2. antigene 
Eigenschaften besitzen, 3. in der Gegenwart von Antitoxin ausflocken. 
Wie aus unseren Ergebnissen ersichtlich, erfiillt das Tyrosintoxin die 
beiden ersten Bedingungen. Es blieb zu ermitteln, ob es die Flockungs- 
reaktion gibt. 

Von sieben aus dem Blute immuner Mause hergestellten Proben 
ergaben sechs mit zuvor filtriertem Tyrosintoxin eine Triibung, aber 
keine Flockung. Fiir drei Sera wurde beginnende Triibung nach drei- 
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stiindigem Aufenthalt im Thermostaten bei Dosen von 0,6 festgeste||t 
Zwei Sera triibten sich bei der Dosis 0,7 und zwei bei 0,5. 

Mit Tetanustoxin, das nicht mit Tyrosin behandelt wurde, triibten 
sich die Sera erst nach sechsstiindigem Aufenthalt im Thermostaten 
und die Triibungszone war viel enger begrenzt. 

Die Triibungsproben wurden Meerschweinchen in Dosen yon 
l cem injiziert. Die Injektion wurde von den Tieren ohne schadliche 
Folgen ertragen, was auf die vollstandige Entgiftung der Proben hinweist 
Ist die Zeit und die Starke der Flockung wirklich als Kennzeichen der 
Antigenstirke anzusehen, so muB die Starke des ,,Tyrosinantigens* 
als ungeniigend beurteilt werden. Welcher Art der Mechanismus der 
Tyrosinwirkung in diesem Falle ist, bleibt ungeklirt. Die Frage ist 
um so schwieriger zu entscheiden, als es keine einfache Aufgabe ist 
das Tyrosintoxin vollstandig von Tyrosin zu befreien und wieder reines 
Toxin zu erhalten, wie dies in den Versuchen mit Chinin oder Tapioka 
ohne Mihe gelingt. 

Es wire méglich, daB der Zusatz von Tyrosin zum Toxin in ahnlicher 
Weise wie der Zusatz von Agar in den Versuchen von Minkewicz uni 
Zuckermann mit dem Tetanustoxin wirkt, unter Bildung von Depots 
aus denen es langsam und allmahlich resorbiert wird. Oder es wirkt 
wie das entziindliche Reaktion hervorrufende Tapioka, das nach der 


Anschauung von Nelis den Organismus zwingt, alle seine Abwehrkrifte 
minimalen Toxinmengen gegeniiber zu konzentrieren. Oder die Wirkung 
ist chemischer Art, wie die des Formols im Anatoxin von Ramon. Ode: 
das Tyrosin wird, nach der Hypothese von Sharsky, von Erythrocyten 
adsorbiert und verhindert bei Adsorption des Toxins, wie dies in den 
Versuchen von Sharsky und Subkowa mit Diphtherietoxin der Fall war 


Die Analogie mit den Versuchen von Sharsky und Subkowa iiber 
das Diphtherietoxin lieB die letzte Erklarung besonders plausibel er- 
scheinen. Aus unseren Versuchen, die demnachst veréffentlicht werden 
sollen, erhellt aber, daB weder die Erythrocyten von empfinglichen 
Tieren (Meerschweinchen, Miausen), noch die von immunen Spezien 
(Hiihner), das Tetanustoxin zu adsorbieren imstande sind. In diesem 
Falle ist es das Nervengewebe, dem die dominierende Rolle gehért. 

Die Ergebnisse unserer Versuche kénnen in nachstehenden Schlub- 
sitzen zusammengefaBt werden. 

1. Ein Gemisch aus Tetanustoxin und kleinen Mengen Tyrosin 
ist fiir Mause und Meerschweinchen bei subkutaner Injektion atoxiscl 

2. Ahnliche Versuche mit anderen Aminosauren (Leucin, Asparagin 
Glykokoll) fiihren zu negativen Ergebnissen. 

3. Es laBt sich eine prophylaktische Wirkung von Tyrosin (und 
zum Teil auch von Leucin) nachweisen. 
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4. ,,Tyrosintetanustoxin“ besitzt allem Anschein nach die Eigen- 
schaften eines Anatoxins, es ist 1. atoxisch, besitzt 2. antigene Eigen- 
schaften und gibt 3. mit Antiserum eine schwache Flockungsreaktion. 

5. Die Immunitat nach Einfiihrung von _,,Tyrosintetanustoxin™ 
tritt 2 Monate nach der letzten Injektion ein. 
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Uber die Einwirkung der Narkose 
auf die chemische Zusammensetzung des Gehirns. 


(Vorlaufige Mitteilung.) 
Von 
M. Serejski (Moskau). 
(Aus dem Forschungsinstitut fiir héhere Nerventatigkeit.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1927.) 


Das Problem der Erregung und Hemmung gilt als Grundproblem 
der modernen Physiologie. Hierher gehért auch die Frage der Ein- 
wirkung der Narkotica auf das Zentralnervensystem, die zwar mehrmals 
in der Literatur behandelt wurde, aber. dessenungeachtet keinesfalls 
als eindeutig gelést erscheint. In unseren Versuchen hielten wir es fiir 
unumganglich, die der Narkose vorangehende Erregungsphase méglichst 
zu verkiirzen, da man sonst mit Interferenz beider Phasen rechnen 
muB. Nach vielen Vorversuchen wahlten wir folgendes Verfahren: cic 
Versuchstiere erhielten subkutan Morphium hydr. (1 Proz.) (1.5 ccm 
auf 1 kg Kérpergewicht), daraufhin — nach 20 Minuten — etwa 10,0 ccm 
Chloroform. Es schien uns ferner von Belang, das Benehmen der Tiere 
wahrend des Versuchs, was zweifellos die chemische Zusammensetzung 
des Hirns beeinflussen kénnte, im Auge zu halten. Als Indikatoren 
dieses Verhaltens benutzten wir die Bestimmung der Blutkatalase und 
des Blutzuckers zu verschiedenen Zeiten des Versuchs. Die Bestimmung 
der Katalase, wie wir iibrigens erwarteten, stellte sich als zwecklos 
heraus. Die anspruchsvolle Theorie von Burge'), der die Katalase als 
Gradmesser der Intensitaét der Lebensprozesse bezeichnet, hat sich als 
véllig unhaltbar erwiesen. Wir kénnen die durch Burge beobachtete 
Beziehung zwischen Katalaseindex und Gemiitsbewegungen nicht 


') Amer. Journ. of Phys. 1917. 
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bestatigen. Die recht geringen Katalaseschwankungen findet man 
regelmaBig bei jedem Individuum (Bach). 


Der experimentelle Teil unserer Arbeit wurde in Gemeinschaft 
mit A. Revo und R. Topstein ausgefiihrt und erscheint demnichst 
ausfiihrlich. Als Versuchstiere galten Hunde. Die Narkose dauerte 
1, bis 144 Stunden an. Die Tiere wurden in der Narkose durch 
Entbluten aus der Art. carotis getétet und das Hirn sofort bearbeitet. 
Die groBe Bedeutung, die in den letzten Jahren dem subkortikalen 
Gebiet zugeschrieben wird, zwang uns, die Untersuchung sowohl der 
Hirnrinde wie auch der weiBen Substanz zu unternehmen. Wir beriick- 
sichtigten dabei gleichzeitig die Eiweibstoffe und die Lipoide, da uns 
die Beweisgriinde derjenigen Autoren, die nur die Eiweibkérper oder 
nur die Lipoide als Trager des Lebens betrachten, als gleich unberechtigt 
schienen. Solch eine vielseitige Untersuchung des Gehirns, das beim 
Hunde im ganzen 70 bis 80g ausmacht, war lediglich mit der Mikro- 
methode auszufiihren. Wir verdanken Gorodissky'), die Fréankel- 
Bangsche Methode der Lipoidbestimmungen als Mikromethode zur 
Hirnuntersuchung ausgearbeitet zu haben. Diese Methode benutzten 
auch wir unter ganz geringen Veranderungen. Den Gesamtstickstoff 
bestimmten wir nach Kjeldahl, den Aminostickstoff nach Folin, den 
Reststickstoff — nach Fallung durch Natriumwolframat — nach 
Kjeldahl. Fir die Bestimmung der Lipoide gebrauchten wir 40 bis 
60 mg des Gehirns, fiir den Stickstoff 80 bis 100 mg. Als groBes Hindernis 
erwiesen sich die bedeutenden Schwankungen der Gehirnzusammen- 
setzung bei verschiedenen Hunden. Wir sahen uns deswegen genétigt, 
um zuverlassigere ,,Standardzahlen“ zu erhalten, eine gréBere Zahl 
Normalgehirne zu untersuchen. Die Resultate dieser Versuche (an 
22 Hunden) sowie der Versuche an 12 narkotisierten Hunden werden 
als Mittelwerte in zwei Tabellen angefiihrt. 


Tabelle I. 





| Gesamt-N 
Relative 
Zunahme 
des 
Gesamt-N 
Amino-N 
Relative 
Zunahme 
des 
Amino-«-N 
Relative 
Zunahme 
des 
Rest«N 


in Prozenten der trischen Substanz 


Normale Hunde . J — 0,055 0,21 | Graue 
Narkotisierte Hunde . 3.6 0,063 A! 0.31 47,6 | Substanz 


Normale Hunde . . 4 - 0,044 O18 _- | WeiBe 
Narkotisierte Hunde R 35 0,052 , 0,36 100,0 | Substanz 


') Diese Zeitschr. 159, 379, 1925. 
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Tabelle 11. 





oide 

Ikohol- 
oide 
ohol- 


R 


Cholesterin 
Phosphor d 
ungesattigten 
"hosphatide 
Phosphatide 
Li 
auszuges 


der Li 
| des Al 


Gesamt-P 
Relat Zunahme 
des 


des Gesamt-P 
Relat. Zunabme 
d. Cholesterins 
Relat. Zunahme 
des Phosphors 
d. ungesattigten 
Relat. Zunahme 
auszuges 


in Prozenten der trischen Substanz 


Norm. Hunde. 06,2541) — 1.95 — 09866) - 2.39 | Graue 
Narkot. . . 60,2883 13,5 1,18 12,3 90,1013) 16,9 2,71 13,4 | Substanz 
Norm. ~ : 9.4326: — 467 — 00,2527 _— 4.43 | Weibe 
Narkot. . . 04825 11,3 530 13,4 0,3349| 321 4,70 6,1 | Substanz 


Aus der ersten Tabelle ist zu entnehmen, daB bei Chloroform 
einwirkung eine Erhéhung der Menge des Gesamtstickstoffs sowohl! in 
der grauen als in der weiBen Substanz des Gehirns zu vermerken ist 
Diese Erhéhung ist allerdings sehr unbedeutend, iiberschreitet kaum 
die Fehlergrenze (fiir die graue Substanz 0,06 Proz., relative Zunahme 
3,6 Proz., fiir die weiBe Substanz 0,05 Proz., relative Zunahme 3,5 Proz 
Es ist beachtenswert, daB diese Zahlen mit denjenigen anderer Autoren 
die mit anderen Versuchstieren und mit anderen Narkotica zu tun 
hatten und dabei die Totalitat des Hirns untersuchten, gut iiberein- 
stimmen. 


So fand Soula') bei Kaninchen eine Erhéhung von 1,540 bis 1,582, 
d. h. auf 0,042 Proz. Entschiedener ist die Zunahme bei Waser?) fiir Veronal- 
hunde, von 1,91 auf 2,61 Proz. Besonders interessant und iiberzeugend 
sind die Versuche von H. Winterstein und seinen Mitarbeitern. Winterstecin 
und Hirschberg*) zeigten am isolierten iiberlebenden Hirn des Frosches, dali 
unter der Athylalkoholwirkung der Verbrauch stickstoffhaltiger Substanzen 
wahrend 24 Stunden bis auf 0,06 Proz. der frischen Substanz unterdriickt 
wird (in der Norm 0,25 Proz.). Analoge Verinderungen sind auch bei 
Urethannarkose im Kohlenhydratstoffwechsel zu finden*). Hecker®) tan 
am isolierten Zentralnervensvstem des Frosches, bei Urethannarkose, einen 
Anstieg des Gesamtstickstoffs ven 0,1612 auf 0,1848, d. h. auf 0,0236 Proz. 
lin Widerspruch zu unseren Versuchen stehen die Angaben von Tscherhes 
und Gorodissky*). In den Versuchen mit Chloroformnarkose bei Kaninchen 
fanden sie eine starke Abnahme des Gesamtstickstoffs in der Hirnrinde. 
von 2,21 bis 1,92 Proz. Diese enorm hohen Zahlen fiir Normalkaninchen 
(2,21 Proz.) kamen uns sonderbar vor. Die betreffende Zahl fiir dasselb« 
Tier betraigt bei Palladin und Bjelajewa’) (aus demselben Laboratorium) 


1) C. r. Soe. biol. 78. 

*) Zeitschr. f. phys. Chem. 94. 
3) Ebendaselbst 100. 

4) Diese Zeitschr. 159, 379, 1925. 
5) Zeitschr. f. phys. Chem. 129. 
*) Diese Zeitschr. 168, 48, 1926. 


*) Zeitschr. f. phys. Chem. 141. 
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156 Proz., bei Soula 1,54 Proz. Unsere Zahl fiir die Rinde des Hundes 
|.67 Proz.) stimmt gut mit den Zahlen anderer Autoren (Abderhalden und 
Wel 1,70 Proz., Waser 1,86 Proz., Palladin und Zuwerkalow, auf Trocken- 
substanz berechnet, 8,15 Proz. (bei uns 8,39 Proz.) iiberein. Die Vermutung 
von Tscherkes und Gorodissky, daB durch entgegengesetzte Veranderungen in 
ler chemischen Zusammensetzung der grauen und weiBen Substanz bei 
Untersuchung des Gesamthirns eine Erhéhung des Gesamtstickstoffs hervor- 
trete, ist als hinfallig zu verwerfen. 

Unsere Versuche beweisen zur Geniige, daB die Veranderungen 
des Gehalts des Gesamtstickstoffs in der grauen und weiben Substanz 
einsinnig und parallel vorgehen. Ebenso widersprechend sind die 
Angaben iiber den Gesamtphosphor (Tabelle II). Wir fanden eine 
Erhéhung in der grauen Substanz auf 0,0342 Proz. (relative Zunahme 
13.5 Proz.), in der weiBen Substanz auf 0,0489 (relative Zunahme 
11.3 Proz.), die erwahnten Autoren — eine Erniedrigung auf 0,0304 Proz. 
Unsere Angaben stimmen gut mit den Beobachtungen von Hecker, die 
am isolierten Zentralnervensystem des Frosches bei Urethannarkose 
eine Unterdriickung des Phosphorstoffwechsels von 0,03 auf 0,01 Proz. 
gefunden hatte, iiberein. | 

Zur Tabelle | zuriickkehrend sehen wir, daB gleichzeitig mit 
Erhéhung des Gesamtstickstoffs eine Erhéhung des Reststickstoffs 
fir graue Substanz 0,1 Proz., relative Zunahme 47,6 Proz.; fiir weibe 
Substanz 0,18 Proz., relative Zunahme 100 Proz.) wie auch eine ganz 
geringe, hart an der Fehlergrenze der Methode liegende Erhéhung des 
Aminostickstoffs (fiir graue Substanz 0,008 Proz., relative Zunahme 
1.43 Proz.; fiir weiBe Substanz 0,008 Proz., relative Zunahme 1,8 Proz.) 
bestehe. Diese Befunde lassen die Vermutung aufkommen, dab unter 
Einwirkung des Chloroforms nicht der ProzeB des EiweiBabbaues ver- 
hindert ist, sondern daB die Abbauprodukte, infolge eventuell schlechter 
Blutzirkulation im Hirn, nicht entfernt werden. Wir betonen den 
provisorischen Charakter dieser Vermutung, die weiterer Versuche 
die im Gange sind) bedarf. 

Was die verschiedenen Lipoidgruppen anbelangt (Tabelle 11), so 
ist eine Vermehrung aller Gruppen, sowohl in der grauen wie in der 
weiBen Substanz, zu vermerken. Besonders scharf tritt dies in dem 
Auszug der ungesattigten Phosphatide (fiir graue Substanz 0,014 Proz., 
relative Zunahme 16,9 Proz.; fiir weibe Substanz 0,081 Proz., relative 
Zunahme 32,1 Proz.) zutage, was gut mit unseren Vorstellungen tiber 
die Stabilitat der ungesattigten Verbindungen in Einklang steht. 
Geringe, aber deutliche Zunahme bekamen wir fiir Cholesterin (fiir 
graue Substanz 0,013 Proz., relative Zunahme 12,3 Proz., fiir weibe 
Substanz 0,63 Proz., relative Zunahme 13,4 Proz.). Als wenig ge- 
sichert betrachten wir die Zunahme fiir Lipoide des Alkolholauszugs 
graue Substanz 0,32 Proz., relative Zunahme 13,4 Proz.; weibe Substanz 
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0,27 Proz., relative Zunahme 6,1 Proz.), da die Methode ihrer Be. 
stimmung nicht als einwandfrei betrachtet werden kann. Die Zunahme 
der Cholesterine und ungesittigter Phosphatide ist in der weiben 
Substanz stirker als in der grauen. Dieser scheinbar paradoxale 
Befund — es hie friiher, daB Narkotica nur auf die Rinde einwirken 
findet eine indirekte Bestatigung in den Versuchen von Nicloux und 
Frison'), daB nach langdauernder Narkose die weibe Substanz be- 
deutend mehr Chloroform enthalt als die graue. 


SchluBfolgerungen. 


1. Unter Einwirkung der Chloroformnarkose ist bei Hunden eine 
Zunahme des Gehalts der Lipoidgruppen zu verzeichnen. 


2. Diese Zunahme betrifft sowohl die graue wie die weife Substanz 
fiir die Cholesterine und ungesittigten Phosphatide ist diese Zunahme in 
der weiBen Substanz stdrker als in der grauen. 

3. Die Zunahme des Gesamtstickstof{s ist in der grauen und weifen 
Substanz ganz unbedeutend, so daB man mit voller Sicherheit nur ein 
Abnahme auszuschlieBen berechtigt ist; man kinne héchstens von einer 
Tendenz zur Zunahme sprechen. 


1) C. r. Soe. biol. 62. 





Uber den EinfluG des Charakters der Nahrung 
auf die Prozesse der Synthese und Oxydation. 


Von 
Alexander Palladin und D. Ferdmann. 
(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut zu Charkow.) 


(Eingegangen am 18. Januar 1927.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Der in Hinsicht auf das Vorherrschen von Kationen oder Anionen 
verschiedene Charakter der Nahrung setzt fiir den Ablauf dieser oder 
jener chemischen Prozesse im Tierorganismus verschiedene Bedingungen 
fest. 

Die in dieser Richtung von Abderhalden und Wertheimer (1) angestellten 
Untersuchungen zeigten, daf die Wirkung von Adrenalin und Insulin vom 
Charakter der Fiitterung des Tieres abhingt. Futter mit Uberwiegen von 
Anionen — saures Futter — ergibt giinstige Bedingungen fiir die Wirkungen 
von Adrenalin, und ungiinstige fiir die Insulinwirkungen, Futter mit Uber- 
wiegen von Kationen (basisches Futter) hingegen wirkt in entgegengesetzter 
Weise. Bei saurem Futter nehmen, wie ihre Untersuchungen zeigen, die 
Alkalireserven des Blutes ab, wahrend sie bei alkalischem Futter zanehmen. 
Bei der Untersuchung iiber den EinfluB8 des Charakters des Futters auf die 
synthetischen Prozesse im tierischen Organismus fanden Abderhalden und 
Wertheimer (2), daB Kaninchen zur.Synthese von Mercapturséure nur bei 
saurer Nahrung fahig sind, waihrend bei basischem Futter diese Synthese 
iiberhaupt nicht stattfindet. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, den Einflu8 von saurem 
und basischem Futter auf die Prozesse der Synthese und Oxydation 
zu untersuchen, die im tierischen Organismus ablaufen. Ausgehend 
von den vorliufigen Untersuchungen von A. Palladin und 0. Fein- 
schmidt (3), welche fanden, daB der Charakter des Futters auf die 
Fahigkeit des tierischen Organismus, Phenol zu oxydieren, einwirkt, 
beschlossen wir, zur Entscheidung dieser Frage das Phenol als Unter- 
suchungsobjekt zu wihlen. Aus den Berichten zahlreicher Autoren 
[Baumann und Preusse (4), Jonge (5), Tauber (6), Harry Dubin (7) u. a.) 
wissen wir, da8 nach Einfiihrung von Phenol in den tierischen Organismus 
ein Teil von ihm oxydiert und ein anderer auf die Bildung paariger 
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Verbindungen mit Schwefel- und Glycuronséure verwendet wird, und 
ein dritter im Harn unverindert ausgeschieden wird, darum hielten 
wir auch das Phenol fiir unsere Untersuchungszwecke besonders ge. 
eignet; denn nach Injektion einer bestimmten Menge von Phenol bei 
dieser oder jener Nahrung und Bestimmung der hernach in gebundener 
und freier Form aus dem Organismus ausgeschiedenen Phenolmenge 
war es méglich, eine Vorstellung iiber die Fahigkeit des Organismus 
zur Oxydation und Synthese hinsichtlich des Phenols bei Futter von 
verschiedenem Charakter zu gewinnen. 

Gegenwirtig gibt es zwei Methoden zur kolorimetrischen Bestimmung 
des Phenolgehalts im Harn. Die erste Methode wurde im Jahre 1915 von 
Folin und Denis (8) (9) vorgeschlagen und wird zur Bestimmung sowoh! 
des freien, wie des gebundenen Phenols im Harn angewendet. Sie beruht 
darauf, da®B das sogenannte Phenolreagens mit Phenol und seinen 
Derivaten eine Blaufarbung gibt, die fiir kolorimetrische Bestimmungen 
geeignet ist. Vor der Bestimmung des Phenols ist die Harnséure aus dem 
Harn zu entfernen, da auch sie mit dem Phenolreagens Blaufirbung gibt. 
Die zweite Methode zur kolorimetrischen Phenolbestimmung im Harn 
wurde 1920 von Weiss (10) vorgeschlagen; sie bestimmt bloB den allgemeinen 


Phenolgehalt. 

Da wir aber sowohl die Menge des freien wie des gebundenen 
Phenols getrennt zu bestimmen hatten und nicht blo®B den Gesamt- 
gehalt an Phenol, wendeten wir die Methode von Folin und Denis an 
und zwar um so lieber, als sie bei ihrer Uberpriifung ihre Genauigkeit 
und vollkommene Brauchbarkeit fiir die Beantwortung der von uns 
gesteliten Fragen erwies. 

Die Untersuchung wurde an Kaninchen vorgenommen. Als saures 
Futter diente Hafer, als basisches Riiben, Kartoffeln und Méhren 
Das Phenol wurde als 2proz. Lésung injiziert, und zwar 100 mg pro 
lkg. Vor Beginn der Injektionen wurden die Tiere 10 bis 12 Tage 
bei saurem oder basischem Futter gehalten. Innerhalb dieser Zeit 
wurde die normale Phenolausscheidung und der Anteil des freien und 
gebundenen Phenols im Verhaltnis zum Gesamtgehalt des Harns an 
Phenol bestimmt. Die Injektionen erfolgten in Zwischenriumen von 
4 bis 8 Tagen, im Verlauf welcher sich die normale Phenolausscheidung 
wieder herstellte. Der Harn wurde alle 2 Tage gesammelt, und die 
Bestimmung des Phenols in diesen zweitagigen Portionen erfolgte 
nach der von Goiffon und Nepveux (11) modifizierten Methode von 
Folin und Denis. 


Hierzu wurden 20 ccm verdiinnten Harns mit 2 ccm 10proz. wolfram- 
saurem Natron und 2ccem ?/,;n H,SO, ausgefallt, das ausfallende Eiweil 
wurde abfiltriert. Zu 12 ccm des Filtrats wurden 10cem 2,5proz. ZnCl,- 
Lésung und 8 ccm 20proz. Na,CO,-Lésung hinzugefiigt. Auf diese Weise 
wurde die Harnséure entfernt. Zur Bestimmung des freien Phenols wurden 
3cem des Filtrats (= 1 eem Harn) genommen, in ein MeBkélbchen von 
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50 cem Inhalt gegossen und 1 ccm Phenolreagens, 20 ccm 20proz. Na,C O,- 
Losung und Wasser zu 50 ccm hinzugefiigt. Zur Bestimmung des freien 
und gebundenen Phenols wurden 3 cem des Filtrats zuerst mit 1 cem kon- 
zentrierter HC] unter 10 Minuten langem Erwiairmen am Wasserbad hydro- 
lysiert, worauf die Fliissigkeit in einen MeBkolben von 50 ccm gebracht und 
auf die gewéhnliche Weise gefairbt wurde. Zum Vergleich wurden 2 ccm 
0,00911 Proz. Resorcinlésung genommen. Eine derartige Resorcinlésung 
farbt sich so intensiv wie eine 0,0lproz. Lésung von reinem Phenol. Die 
Standardlésung wird gleichfalls in einem MeBkolben von 50 ccm Inhalt 
durch Hinzufiigen von 1 cem Phenolreagens, 20 cem Sodalésung und Wasser- 
auffiillung bis zur Marke aufgefiillt. 


Gehen wir nun zur Besprechung unserer Versuchsprotokolle iiber. 
Bei Kaninchen Nr. 1 wurde dreimal die Nahrung gewechselt. Zuerst bekam 
es saures Futter (Hafer), dann basisches (Riiben, Kartoffel, Méhren 
und etwas Heu) und hierauf wiederum saures (Hafer). Beim Ubergang 
von einer Futterform auf die andere wurde eine Unterbrechung von 
7 bis 10 Tagen gemacht, innerhalb welcher das Kaninchen gemischte 
Nahrung (Riiben und Hafer) erhielt. 


Tabelle I. 


Kaninchen Nr. 1. Saures Futter. 





Gent - Menge ee Gebundener 
gh Name nee | dE cpame| op pistes AS 
von _ jizierten Dundenen | phenol | bundenes enol jektion aus- 
2Tagen| Phenols Phenols im Harn) Phenol im Harm aus+ geschiedenen 


im Harn geschieden Phenols 
ccm g 8 | » ny 73 g | Proz. 


190 - 0,041 | 0,125 
230 0,085 0,313 
120 0,167 
200 0,263 
0,150 
, 200 — 0,255 . 
190 0,320 0,175 tf —i— 
a i 0,315 0,140 45.3 


0,320 0,131 —|— 
160 | — | 0,129 0,258. 0,127, 40,0 


190 — 0,131 —\- 
130 0,320 0, 0,125 — 
— 0,357 0,282 72,5 
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160 _— . 0147 § “ . 
200 = =0,320 5 6) «0,167 ‘ —_-\|- 
—_- 0,208 
0,134 41,9 
0,227 
0,189 34, — |- 
0,236 : —|-— 
0,123 0,227 0,107 33,4 
0,098 | 0,280 3 - 
0,052 0140 37 - — 
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Aus dem Versuchsprotokoll (Tabelle I) ist zu ersehen, daB be; 
saurem Futter von dem normal im Ko6rper sich bildenden Pheno| 
27 bis 37 Proz., d. h. im Mittel ungefahr 30 Proz., auf gebundenes Pheno! 
entfallen. 

Vom injizierten Phenol gelang es, im Harn 33,4 bis 72,5 Proz 
d.h. im Mittel 46,6 Proz., wiederzufinden, wovon 52,3 bis 80,4 Proz 
(im Mittel 66,1 Proz.) auf gebundenes Phenol entfallen. 

Vom 7. bis 16. Februar erhielt das Kaninchen gemischtes Futte: 
(Riiben und Hafer). Am 16. Februar wurde es auf basisches Futte; 
iibergefiihrt (Riiben, Kartoffel, Méhren und etwas Heu). 

Aus der Tabelle I] sehen wir, daB bei basischem Futter von der 
gesamten mit dem Harn unter normalen Verhaltnissen (wenn Pheno! 


Tabelle II. 


Kaninchen Nr. 1. Basisches Futter. 





. Gebundener 

Gewicht Harns Menge Menge Vom Anteil des 
des menge des ins ,d¢S gee Gesamte Ge- impzierten = nach der In 

Kanin« von jizierten bundenen phenol bundenes , henol jektion aus 

chens 2Tagen Phenols Phenols im Harn Phenol im Harn aus- geschiedene: 
im Harn geschieden Phenols 


g ccm re 8 8 Proz. r Proz. g Pro 


3500 = 830 0,071 0,238 29,8 — 


3570 = 1050 - 0,052 0,223 233 

3400 1030 0,059 0,208 284 

3450 =. 890 0,067 0,230 29,1 

3530 = - 950 0,052 0,231 + 22,5 

3500 = 970 _ 0,068 0,240 283 : 
3500 »§=6980 «60,320 60,050 0250 20,0 —j|- “ 
3460 950 — 0,210 0,530 — 0,280 87,5, 0,160 5 


3500 870 = 0,065 0265 24.5 - — _ 
8500 950 0,320 0,062 0,300 20.7 aid 
3500 900 0.220 0,508 a 0.208 68.1 


3500 890 0,067 | 0,367 18.3 — 

3470 | 970 - 0,069 0284 243 _ 

8480 980 32 0,061 0,250 24, — 

8480 720 0,116 0,417 

348) 116 17 \oo31 72.0 


8500 =: 830 0115 0,315 
3500 870 - 0,052 0,283 18.4 —- . - 
3500 1100 0.320 0.050 0.259 q: ~ i Oe a 
8450 1050 jon 0.195 0,480 0,221 69.0 0.145 


3420 , 959 —_ 0,060 | 0260 23, eT bes = 
3400 900 0,320 0,046 0,225 24, — _ 
8400 1030 — 0,188 0,402 0,177 55,3 0,142 
3400 | 870 — 0,080 | 0,290 = =27, - — — 
3400 = 5570» «0,820 0,058 | 0,235 =. 24,7 — _ 
3370 670 —_ 0.116 0,444 65.3 0.058 27 
3400 870 — 0,106 = 0,390 ; -i— _— 
3370 =: 500 — | 0,058 | 0277 9, - 
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nicht injiziert wurde) ausgeschiedenen Phenolmenge 19,1 bis 29,8 Proz., 
d.h. im Mittel 23,7 Proz., als gebunden ausgeschieden wurden. Von 
injiziertem Phenol kamen mit dem Harn 55,3 bis 87,5 Proz., d.h. im 


Mittel 69,5 Proz., zur Ausscheidung, wovon 27,7 bis 80 Proz. (im Mittel 
58.3 Proz.) auf gebundenes Phenol entfallen. 

Vom 11. bis 17. April befand sich das Kaninchen auf gemischter 
Nahrung, am 17. April wurde es wiederum auf saures Futter iiber- 
gefiihrt. 

Aus der Tabelle III sehen wir, daB bei saurem Futter die Menge 
des gebundenen Phenols von der gesamten in der Norm ausgeschiedenen 
Phenolmenge sich wiederum auf 25,5 bis 40,3 Proz. erhebt und im Mittel 
29.3 Proz. erreicht. 

Tabelle III. 


Kaninchen Nr. 1. Saures Futter. 





Gebundener 
Gewicht Harms Menge Menge _ Vom Anteil des 
| des = menge des ine des ge Gesamt-  Ge- injizierten = nach der In- 
Kenin- von jizierten bundenen phenol bundenes _ Phenol jektion aus- 
chens 2Tagen Phenols Phenols |imHarn Phenol ||im Harn aus+ peschiedenen 
im Harn geschieden Phenols 
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com g g 8 Proz. | g Prog. g —— ~Proz. 


150 0,085 0,189 259 

300 0,041 0,161 

170 — 0,047 O156) & 

180 — 0049 O56) & - — 
220 «80320 0,040 0,150 — 

300 0.100 0,240 0.060 | 66.6 
2609 0,045 0,145 aime 
180 B32 0,037 0,135 - 
250 0,126 0,257 0,122 38,1 0,089 
220 _— 0,036 0,132 

200 = «0,82 0,048 0,52 31J - | 
940 mia 0.119 0,238 0,086 0,071 
210 F, 0,063 0,156 ; ~ 
240 0110 0,217 0,061 19,0 0,047 


220 0,048 0,152 | 31, - — 
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Vom injizierten Phenol gelingt es, im Harn nur einen geringen Teil 
zu finden, und zwar von 19 bis 38,1 Proz. (im Mittel bloB 28 Proz.), 
wovon 66 bis 82,6 Proz. (im Mittel 73,4 Proz.) auf gebundenes entfallen. 


Aus diesem Versuch mit dem Kaninchen Nr. | sehen wir, daB bei 
saurem Futter ein gréBerer Teil des Phenols in gebundener Form aus- 
geschieden wird (29 bis 30 Proz.) als bei basischem Futter, bei welchem 
23,7 Proz. vom Gesamtphenolgehalt in gebundener Form ausgeschieden 
werden. Bei Phenolinjektion wird bei saurem Futter prozentual viel 
weniger injiziertes Phenol ausgeschieden (28 bis 46,6 Proz.) als bei 
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basischem (69,5 Proz.) (vgl. Abb. 1); mit anderen Worten, es ist an. 
zunehmen, daB bei saurem Futter der Organismus die Méglichkeit 
besitzt, mehr Phenol zu oxydieren als bei basischem. Andererseits 
erweist sich bei saurer Fiitterung vom nach der Injektion ausgeschiedenen 
Phenol prozentual eine gréBere Menge als gebundenes Phenol, als bei 


Freies Pheno/ Gebund. Phenol 
Saures Futter. Basisches Futter. Saures Futter 
Abb. 1. Kaninchen Nr. 1. 


basischer Fiitterung. Mit anderen Worten, saures Futter begiinstigt 
sowohl synthetische Prozesse (die Synthese paariger Phenolverbindungen) 
als auch Oxydationsprozesse (Oxydation des injizierten Phenols). 

Beim Kaninchen Nr. 2 wurde ebenfalls dreimal das Futter gewechselt 
Ks bekam zuerst basisches, dann saures und dann wiederum basisches 
Futter. 


Tabelle IV. Kaninchen Nr. 2. Basisches Futter. 








Gebundener 


| 
; = | Menge : Vom ; 
Gestehe = Senge des ge» Gesamt- Ges _  , =? Ine 
Datum || Kenine | von | jisierten — phenol | bundenes fs enol jektion aus. 
, enols im Harn enol | im Harn aus- shi 
chens 2 Tagen) Phenols i to | sioden Sreshiodenes 


& ccm 8 | r @ | Proz. Proz. g | Proz 


2650 720 — 0,052 0,192 27,0 
2620 , 770 = 0,038 0147 26,0 
2620 700, — 0,048 0,192 25,0 
2650 785° 0260 0,033 0147 £224 
2700 36575 — 0110 0,312 — 0,165 63,5) 0,077 


2700 = 785 2 0,033 0,147 3922.4 —|—-  — 
2700 =©900 0,050 0,295 - 0,148 56,9 0,017 


2660 775 0,025 0120 20 -— — — 
2750 | 685 008s | 0147) 24 | —|— | — 
2730 | 750 0,112 | 0,263 0,116 | 44,6 0,079 68.1 
2680 750 0,042 0,156 26 Sood jm a 
2670 750 0,260 | 0,050 | 0,178: —j|—| —\- 
2700 850 0,056 0.278 0,100 | 38,4 0,006 6,0 
2700 | 800 0,042 0,156 ‘age Sole WS 


2700 830 0,260 | 0,036 0147 245 — | —— - 
2750 750 — | 0,050 | 0,270 0,128 | 47,3 | 0,014 


2700 825 0,039 | 0,146 eH, oe 
2700 570 0.035 0151. § a 
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Aus der Tabelle IV sehen wir, daB bei saurem Futter von dem im 
Korper gebildeten und mit dem Harn zur Ausscheidung kommenden 
Phenol 20 bis 27 Proz., d. h. im Mittel 24 Proz., gebunden sind. 

Vom injizierten Phencl wurden aus dem Organismus 38,4 bis 63,5 Proz., 
d. h. im Mittel 50,0 Proz., ausgeschieden, und von diesem waren im Mittel 
26,5 Proz. gebunden. 

Vom 11. bis 16. Februar erhielt das Kaninchen gemischtes Futter 
(Riiben und Hafer), worauf es auf saures iibergefiihrt wurde (Hafer). 


Tabelle V. 
Kaninchen Nr. 2. Saures Futter. 





| Gebundener 
Gewicht! Harms Menge Menge Vom Anteil des 
des | menge des ine , 9S e+ Gesamt- Gee injizierten = nach der In- 
Datum Kenin- | von | jisierten bundenen phenol bundenes enol jektion aus- 
chens |2 Tagen Phenols Phenols im Harn Phenol — im Harn aus- geschiedenen 
im Harn geschieden Phenols 


ry 8 Proz. 2 Proz. & Proz. 


2750 0,055 0,141 

2700 0,045 0,113 

2700 E - 0,037 0,107 

2730 — 0,050 01388 36,2 

2750 : _— 0,042 O14 36,8 

2730 0,042 0110 38,2 _ 
2750 0,260 0,047 0147 32,0 — 
2750 _ 0125 0,250 wan 0.103 40,0 0,078 
2800 3F — 0,020 0,061 32,2 _- — 
2800 0,260 0,072 0,200 36,0 — — 
2800 — 0155 0,295 0,095 36.5 0,083 
2800 5 0,056 0,156 

2800 ~ 0,038 0,120 

2800 0.260 0,042 0,188 

2800 55 — 0,067 0,143 

2800 | — 0,052 0,119 

2750 5! — 0,047 0,147 

2750 0.260 0,047 0,147 | _ 

2750 _ 0,122 0,250 0,103 40,0 0,075 
2750 = 0,041 O,419 | 34, —_— —-_ 

2770 0.260 0,042 0119 35 : ~ 

2760 —_ 0115 0,217 - 0,098 37.7 0,073 7 
2780 if 0,064 0,164 >in a 

2770 9 6,260. 0,051 0,149 — 

2800 70 _ 0.120 0,256 0107 41,1 0,069 
2770 65 as 0,058 0,154 37,6 — 
2800 55 — 0,046 | 0,182 | 37,3 


Die Tabelle V zeigt, daB hier von dem im Organismus des Kaninchens 
gebildeten Phenol auf das gebundene 30,4 bis 39,5 Proz. (im Mittel 35,5 Proz.) 
entfallen. 

Vom injizierten Phenol kamen mit dem Harn blo8 36,5 bis 41,1 Proz. 
(im Mittel 39 Proz.) zur Ausscheidung, wovon 62,4 bis 87,4 Proz. (im Mittel 
74,5 Proz.) gebunden waren. 
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Vom 11. bis 17. April bekam das Kaninchen gemischtes Futter, woraw/ 
es wiederum auf basisches iibergefiihrt wurde. 

Aus der Tabelle VI ist zu ersehen, daB bei basischem Futter die Fahiv. 
keit, das im Organismus gebildete Phenol zu binden, herabgesetzt ist uni! 
die Menge des gebundenen Phenols bloB 15,3 bis 28,1 Proz. (im Mitte! 


24,9 Proz.) betragt. 


Kaninchen Nr. 2. 


Tabelle VI. 


Basisches Futter. 





Gewicht Harn. 
des menge 


Kanin- | 
chens 2 


2800 
2800 
2800 
2800 
2850 | 
2800 


. | 2850 
| 2800 

. || 2850 | 
. || 2870 
2850 
2850 
2850 
2850 


5. 
3. 
5. 
% 
9. 
1. 
3. 
5. 


1 
1 
1 


von 


ccm 


500 
500 
650 
500 
520 
600 
666 
670 
430 
520 
730 
650 


690 
600 


Menge Menge 


dod bundenen| phenol bundenes 


Tagen Phenols Phenols im Harm Phenol 


0,260 


0,260 


des ge» Gesamt- 


im Harm 


& ~ 


0,023 0159 
0,050 0,178 
0,222 
0,160 
0,160 
0.386 


0,185 
0,166 
0,396 
0,185 
0,200 
0.410 
0.200 
0,055 0352 


Gee 


Proz. 


15,3 


Vv Gebundener 
_ om Anteil des 
—s nach der In. 
im ye a ee 
. . eschie: cr 
geschieden *“Prenols 


0,226 86,9 0,038 
0,230 91,2 0,082 


0.210 81.8 0.0386 17.1 


0,152 58,5 0,021 13.8 


Im Harn gelingt es, vom injizierten Phenol 52 bis 91,2 Proz., im Mittel 
79,6 Proz., zu finden, wovon bloB 13,8 bis 17,1 Proz., im Mittel 15,3 Proz. auf 
gebundenes entfallen (Abb. 2). 





Basisches Futter 


Freres Pheno/ 


Saures Futter. 
Abb. 2. Kaninchen Nr. 2. 


Gebund Phenal 


Basisches Futter. 


Analoge Resultate wurden an anderen Kaninchen erhalten, denen 
saures oder basisches Futter verabreicht wurde. 
Protokolle zweier solcher Versuche gebracht. 


Beiliegend werden die 
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Kaninchen Nr. 4. 


Tabelle VII. 


Basisches Futter. 
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Gewicht! Harns Menge 
menge des ins 
von jizierten 


chens | 2 Tagen | Phenols 


Menge 
des ges Gesamt- 
bundenen Phenol 
Phenols im Harn 
im Harn 


Gee 
bundenes 
Phenol 


Vom 
injizierten 
enol 
im Harn aus- 


Gebundener 
Anteil des 
nach der In- 
jektion aus- 
geschiedenen 


enols 


geschieden 
Proz. 8 


14,8 
18,9 
18,1 
18,1 


18,5 
11,0 


ccm g & g g "T Prog. 

0,032 0,217 
0,041 | 0,227 
0,038 0,210 
0,084 0,227 
0.070 0,500 
0,038 0,205 
0,022 0,260 
0,085 6400 
0,043 0,195 
6,059 


0,220 
0,092 0,430 
0,040 


0,200 
0,070 0,400 


0.048 | 0.210 


g ' 
2850 
2850 
2830 
2850 
2850 
2870 
2870 
2850 
2870 
2850 
2870 
2870 
2870 


2860 


750 
700 
870 
760 
800 
820 
820 
720 
720 
700 >= 0.280 
600 is 

650 | 0,280 
550 | — 


700 -- 


0,280 — 
- 0,273 § 0,086 13,2 


0,280 . . 
a 0.200 0,063 | 31.5 


22.0) 


22,7 


0,210 0,042 20.0 


20,6 


0,200 0,030 
22,7 — — 


15,0 


“A <aAaza aaa eae 
. ss” "e's o "sg "sa" 66 "66 


Aus der Tabelle VII ist zu ersehen, daB beim Kaninchen Nr. 4 von dem 
bei basischem Futter im Organismus gebildeten Phenol auf gebundenes 11 
bis 27,7 Proz. (im Mittel nur 18 Proz.) entfallen. Vom injizierten Phenol 
wurde ein groBer Teil, 68,5 bis 97,5 Proz. (im Mittel 77,3 Proz.), mit dem 
Harn ausgeschieden. Gebundenes Phenol findet sich in ihm aber nur wenig, 
13,2 bis 31,5 Proz., im Mittel 19,9 Proz. 


Tabelle VIII. 


Kaninchen Nr. 5. Saures Futter. 





Gebundener 
Anteil des 
nach der In- 
jektion aus- 
geschiedenen 
Phenols 


Proz. ry 


Vom 
injizierten 
enol 
im Harn aus- 
geschieden 


Gewicht 
des 
Kanin- 
chens 


Harn Menge | 
menge | des ins ee. 
von _jizierten Phenols 
2 Tagen Phenols | 5) Harn 


Gesamt- Ge. 
Phenol bundenes 


Datum 
im Harn Phenol 


Proz. 8 


40,4 
30,0 
28.0 


32,0 
29,5 


g com 8 g g Proz. 
2500 160 ~ 0,044 0,109 
2500 120 0,028 0,093 
2500 140 0,028 0,106 
2500 130 0,086 0,166 


2470 + =170 0,032 0,100 
2450 130 0,028 0,095 
2450 150 0,098 0,166— 
2400 =135 0,030 0,085 
2400 = 150 0,090 0,166 


2400 =140 0,028 0,085 


0,269 


25,4 0,058 87.8 


0,066 


27,4 0,070 


0,260 
: 0,071 


98.6 


35,2 


0,081 


6,260 | 


31,1 0,060 74.9 


32,9 
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Die Tabelle VIII zeigt, daB beim Kaninchen Nr. 5 bei saurer Nahrung 
vom im Kérper gebildeten Phenol auf gebundenes 28 bis 40 Proz. (im Mitte! 
31,6 Proz.) entfallen. Vom injizierten Phenol gelang es, im Harn 25,4 bis 
31 Proz. (im Mittel 27,6 Proz.) zu finden, wovon 86,6 Proz. gebunden waren 


Freres Phenol Gebund Phenol 
Basisches Futter. Saures Futter 
Kaninchen Nr. 4. Kaninchen Nr. 5. 
Abb. 3. 


Alle diese Resultate zeigen, daB bei saurem Futter die Bedingungen 
zur Oxydation des Phenols im Organismus des Kaninchens giinstiger 
sind als bei basischem Futter. Bei saurem gelingt es, vom injizierten 
Phenol im Harn 46.6 bis 28 Proz. zu finden. Bei basischem Futter 
aindern sich diese Bedingungen. Hier sind die Bedingungen fiir die 


Oxydation des Phenols weniger giinstig, und vom injizierten Phenol 
gelingt es, im Harn 50 bis 79,6 Proz. aufzufinden. Was den Einflub 
des Futters auf die Prozesse von Synthese gepaarter Phenolverbindungen 
anbelangt, so sprechen auch hier die Resultate dafiir, daB bei saurem 
Futter die Bedingungen zum Zustandekommen von synthetischen Prozessen 
giinstiger sind als bei basischem. Bei ersterem schwankt die Menge 
des ausgeschiedenen injizierten Phenols im Mittel zwischen 66,1 bis 
86,6 Proz., wihrend bei letzterem seine Menge herabgesetzt ist und im 
Mittel 15.4 bis 58,3 Proz. betrigt. 

Diese bei basischem Futter verringerte Fahigkeit des Organismus 
paarige Phenolverbindiungen zu synthetisieren, ist deutlich an den 
Tagen zu erkennen, an welchen Phenol nicht injiziert wird und wir clic 





Basisches Futter. Saures Futter. Basisches Futter. 
Abb. 4. Kaninchen Nr. 2. Spontane Phenol heidung. 
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Menge des im Organismus gebildeten und mit dem Harn ausgeschiedenen 
Phenols bei dieser oder jener Nahrung bestimmen. Wir sehen, da8 in 
diesem ,,spontan‘’ ausgeschiedenen Phenol bei basischem Futter auf 
das gebundene Phenol ein geringerer Prozentsatz entfallt (18 bis 24 Proz.) 
als bei saurem Futter (29,3 bis 35 Proz.) (vgl. Abb. 4). 

Auf diese Weise zeigt es sich, daB saures Futter im Organismus 
bessere Bedingungen schafft, sowohl fiir die Prozesse der Bindungen von 
Phenol, d.h. der Synthese gepaarter Verbindungen (und méglicherweise 
auch fiir andere synthetische Verbindungen im Organismus), wie auch 
fiir die Oxydationsprozesse des in den Korper eingefiihrten Phenols. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der Bestimmung des im Harn von Kaninchen bei saurem 
und basischem Futter enthaltenen Phenols zeigte es sich, daB bei 
saurem Futter eine prozentual bedeutend gréBere Menge gebundenen 
Phenols ausgeschieden wird als bei basischem Futter. 

2. Bei der Injektion von Phenol bei ,,sauren“ und ,,basischen“ 
Kaninchen in gleicher Dosis gelingt es, im Harn Phenol in nicht gleicher 
Dosis wiederzufinden; bei saurem Futter kommt stets ein geringerer 
Prozentsatz des injizierten Phenols zur Ausscheidung als bei basischem ; 
mit anderen Worten, bei saurer Nahrung oxydiert ein gréBerer Teil 
von Phenol als bei basischer. 

3. Bei ,,sauren“ und ,,basischen“ Kaninchen bestehen in dem 
nach der Injektion ausgeschiedenen Phenol zwischen dem freien und 
gebundenen Phenol nicht die gleichen Verhiltnisse. Bei sauren 
Kaninchen findet sich gebundenes Phenol stets in gréBerer Menge als 
bei basischen. 

4. Die Untersuchungen zeigen demnach, daB saures Futter im 
Organismus giinstigere Bedingungen sowohl fiir die Prozesse der 
Synthese (Synthese paariger Phenolverbindungen), wie auch fiir die 
Prozesse der Oxydation des injizierten Phenols schafft. 
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Uber physiologische Aciditit von Ammoniumnitrat. 


Von 
D. Prianisehnikow. 
(Aus der landwirtschaftlichen Akademie Petrowsko-Rasumowskoje, Moskau. 


(Eingegangen am 18. Januar 1927.) 


Bei unseren friiheren Versuchen haben wir mehrfach beobachtet 
daB das Ammoniak von den Pflanzen viel schneller aufgenommen wird 
als Salpetersiure; auch die Bildung von organischen Stickstoff- 
substanzen auf Kosten von Ammoniak geht viel energischer vor sich 
wenn man nur die negativen Nebeneinfliisse ausschlieBt, wie z. B. die 
schadliche Wirkung von starken Siéuren, welche das Ammoniak in 
solchen Salzen, wie NH,Cl oder (NH,),S0,, begleiten. 

Eine sehr bequeme Form, um die Aufnahme von NH, und HN0, 
zu vergleichen, ist Ammoniumnitrat. Die erste Bekanntschaft mit 
den physiologischen Eigenschaften dieses Salzes haben wir noch bei 
unseren Phosphatstudien in den Jahren 1900 bis 1901 gemacht, indem 
wir konstatiert haben, daB unter dem EinfluB von NH, NO, die schwer- 
léslichsten Phosphate fiir alle Pflanzen zugianglich werden; diese Tat- 
sachen wurden im nachstfolgenden Jahre durch die Kultur in sterilem 
Medium und durch die Methode der isolierten Ernahrung bestatigt') 

Es erwies sich also, daB NH,NO, als physiologisch saures Salz zu 
betrachten ist. 

Im Anfang haben wir die Frage gestellt, ob es nicht richtiger ware 
in diesem Falle von einer physiologischen Amphoteritaét zu sprechen. 
da in unseren Versuchen, wie auch in denen von Mazé und Kossowitsch. 
die Anwesenheit von basischen Substanzen im Naihrmedium?*) eine 
beschleunigende Wirkung auf die Aufnahme von Ammoniak ausiiben 
konnte; aber es erwies sich spiter, in den Versuchen von Schulow. 
welche in unserem Laboratorium ausgefiihrt wurden, daB die Mais- 


pflanzen auch in Anwesenheit von KH,PO, aus NH,NO, mehr NH, 


1) Vgl. die Mitteilungen des Verfassers in den Landw. Versuchsst. 56, 


132; 65, 45. 
2) Wie Ca,(PO,)., CaCO, und Fe(OH),. Vgl. Ann. de I’Inst. Pasteur 14: 
Journ. f. exper. Landw. 5, 1904. ; 
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ils HNO, aufnehmen'). Bald darauf haben wir bei etiolierten Keim- 
lingen einen viel schnelleren Gang von Asparaginsynthese beobachtet, 
wenn den Pflanzen (Zea Mays und Vicia sativa) NH,Cl und CaCO, 
largeboten wurde, als wenn Ca(NQ,), als Stickstoffquelle diente*). 


Spater (1923) sind wir wieder zum Studium der physiologischen 
Kigenschaften von NH,NO, zuriickgekehrt, da die Fortschritte in der 
Methodik jetzt besser als friiher gestatteten, die Verinderungen der 
teaktion und der Zusammensetzung der Lésungen in kleineren Zeit- 
intervallen zu verfolgen. 

Dabei konnten wir uns tiberzeugen, dab die physiologische Aciditat 
von NH,NO, noch starker ausgeprigt ist, als wir friiher dachten. 
Die etiolierten Keimlinge, auf 0,001 n Lésung von NH,NO, gezogen, 
nehmen NH, so begierig auf, daB man nach wenigen Tagen statt der 
AnfangsgréBe py = 7,0 die GréBen 3,7 bis 3,9 bekommt; bei kurz- 
fristigen Versuchen unterscheidet sich in dieser Hinsicht NH,NO, 
kaum von NH,Cl. Die bei vollem Licht gezogenen stiirkeren Pflanzen 
(20 bis 30 Tage alt), in eine Lésung von NH,NO, gebracht, kénnen 
schon nach 2 bis 3 Stunden das py der Lésung merklich herabdriicken. 
Indiesem Falle verhalten sich die Leguminosen ebenso wie die Gramineen, 
wie z. B. aus folgenden, von Domontowitsch und Dratschew erhaltenen 
Resultaten zu ersehen ist*). 





Aufgenommen 


Alter Dauer des Pu 
(in Proz. von gegebener Menge) 


der Pflanzen Versuchs 
nach 


vor - 
Tage Stunden dem Versuch dem Versuch NH, HNO, 


Versuche mit Erbsen. 
54 48 


5,4 4.8 
6.4 5.5 


Versuche mit Hafer. 
22 : 5,8 4.5 1 27,9 5,0 
14 y ' 6.4 6,2 18,3 0 usw. 


*) Die Konzentration von NH,NO,-Lésung war verschieden (0,0002 bis 0,001 n) 


1) Wenigstens in jiingeren Entwicklungsstadien; in spéteren Stadien 
bleibt selbstverstandlich den Pflanzen nichts anderes iibrig, als mehr 
Salpetersiure aufzunehmen, wenn die Menge von eingefiihrtem NH,NO, 
nicht iiberméBig groB ist. Vgl. Schulow, Sterile Kuituren der héheren Pflanzen 
und Methode der isolierten Ernaihrung, 1912 (russisch); vorliufige Mit- 
teilung in den Berichten der Deutsch. Bot. Gesellschaft Bd. 13. 

*) Ergebnisse der Vegetationsversuche 9, 1914 (russisch); Landw. 
Versuchsst. 99, 267; Ergebn. d. Biol. 1, 411. 

8) Vgl. Prianischnikow and Domontowitsch, Problem of a proper nutrient 
medium (Soil Science 21, 341). 
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In Summa kénnen wir aus allen bei uns ausgefiihrten Versuche:, 
schlieBen, daB in der Regel das Ammoniak viel schneller aufgenomme, 
und zur Synthese ausgenutzt wird als Salpetersiure. 


Nun gibt es aber Faille, in welchen eine Abweichung von diese; 
Regel vorzuliegen scheint. 

Solche Fille waren auch bei uns vorhanden; in der Literatur 
kénnen wir auf die Arbeit von Pantanelli') hinweisen, welcher bei den 
alteren Keimlingen von Vicia faba und Cicer arietinum eine gréBere 
Aufnahme von HNO, gegen NH, beobachtete. 


Auf Grund unserer friiheren Versuche mit NH,Cl und (NH,), 80, 
dachten wir schlieBen zu kénnen, daB auch im Falle von NH,NO, 
das Endresultat von solchen Umstianden abhingen muB, wie Ernahrungs 
zustand der Pflanzen und Reaktion des Mediums, eventuell auch die 
Konzentration der Ammoniaksalzlésung. 


Zuerst haben wir die Versuche iiber den EinfluB von NH,NO, 
in verschiedenen Konzentrationen auf die Pflanzen mit verschiedenem 
Kohlehydratvorrat angestellt; dazu wurden zum Teil griine Pflanzen 
genommen, zum Teil etiolierte Keimlinge von verschiedenem Alter 
also mit abnehmendem Kohlehydratvorrat. 


Soleche Versuche mit Erbsen und Hafer wurden auf unsere Ver- 
anlassung von Fr. Skossyrewa im Jahre 1926 ausgefiihrt. Die Pflanzen 
wurden zuerst in Leitungswasser kultiviert, dann einen Tag vor dem 
Versuch in destilliertes Wasser iibertragen. ~ Unmittelbar vor dem 
Versuch wurden die Wurzeln mit destilliertem Wasser abgespilt und 
dann jede Gruppe der Pflanzen in etwa 200cem NH,NO,-Lésung 
von bestimmter Konzentration eingesetzt. 


In Serie I der Versuche mit griinen Erbsenpflanzen von drei- 
wéchigem Alter wurden folgende Resultate gewonnen. 


1. Versuch. 


(Dauer 2 Stunden; Zahl der Pflanzen 30.) 





Konzentration der NH, N O3-Lésung: 0,1 0,01 0,001 n 


als NH, . | 51,0 8,2 1,1 mg 
| als HNO. 22.0 6,0 0,74 , 
Dasselbe in Proz. von { \ Hs 18,7 30,1 40,0 Proz. 

gegebenen Mengen |HNO,. . . 8,0 22.0 72. 


Stickstoff aufgenommen 


1) Uber Ionenaufnahme. Jahrb. f. wissensch. Bot. 1915. 
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2. Versuch. 
(Mit denselben Pflanzen; Dauer 4 Stunden.) 





Konzentration der NH, N Og-Lésung: 0,1 0,01 0,001 0,0001 n 


1,7 0,25 mg 

0,8 0,25 . 
67,6 100 Proz. 
32,0 100 


stickstoff aufgenommen = BND, 23 
Dasselbe in Proz. von{ NH, .. . 18,6 27,8 
gegebenen Mengen |HNO,. . . 3,2 8.8 


3. Versuch. 
(Mit denselben Pflanzen; Dauer 6 Stunden.) 





Konzentration der NH, N Og-Lésung: 01 0,01 0,001 0,0001 n 
ws als NH; . 92,7 75 1,4 0,226 my 
Stickstoff aufgenommen als HNOs. 40 2'0 124 0226 . 


Dasselbe in Proz. von{ NH;.. . . 41,0 33,2 60,6 100 Proz. 
gegebenen Mengen | HNO, .. . 1,7 8&8 54,8 100 , 


Es haben also die assimilierenden Erbsen bei den Konzentrationen 
0,001n bis 0,ln regelmaBig mehr NH, als HNO, aufgenommen; bei 
schwicherer Konzentration (0,0001n) wurde wahrend des Versuchs 
die gesamte Menge des gegebenen Stickstoffs verbraucht, darum konnte 
keine Differenz zwischen den Mengen des aufgenommenen NH, und 
HNO, beobachtet werden. 

Serie II. Junge etiolierte Erbsenkeimlinge. Diesmal wurden die 
Versuche mit etiolierten Erbsenkeimlingen ausgefiihrt, aber mit solchen, 
welche noch nicht viel Starke verbraucht haben; darum wurden die 
Pflanzen nur 5 Tage auf Leitungswasser in der Dunkelheit gezogen, 
dann ebenso, wie oben beschrieben, zum Versuch gebraucht. 


1. Versuch. 
(Dauer 2 Stunden; 50 Pflanzen.) 





Konzentration: 0,2 : , 0,001 n 


Rie : Far 16,0 1,18 mg 
tickstoff aufgenommen ) Hy, ee 8.0 21% O57 . 


. NH, .. 3,0 ; { 44.3 Proz. 
ion,  . rar eatnoen 15 ‘ 213 , 
2. Versuch. 
(Dauer 6 Stunden; dieselben Pflanzen.) 





Konzentration : 0,2 0,1 0,01 0,001 n 


NH, ... 24,0 8 49 
Stickstoff aufgenommen H NO, - § + ae m Hy _ 
In Proz, {NHs_ - - - 4,5 29,6 53,0 | 56,0 Proz. 
oo Se ae 3,0 16,1 187 3384 , 
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3. Versuch. 


(Dauer 4 Stunden; frische Pflanzen.) 





Konzentration : 0,1 


_— ie . « -« 60.6 
Stickstoff aufgenommen aot ai 24'0 


NHy. 22.4 


. . has. ey sm 
In Prog. ) HNO, . ett ere 90 


4. Versuch. 


(Dauer 8 Stunden; dieselben Pflanzen 


0,01 0,001 n 


14,0 1,37 mg 
43 0,82 , 

52,1 51,6 Pr 

16,0 30,8 


wie im dritten Versuch.) 





Konzentration : 
Stickstoff aufgenommen | Le 


’ | NH, 
In Proz. HNO. 


0,1 0,01 0,001 0,0001 n 


81,8 1,70 = 0,266 my 
54,4 : 098 0266 . 
30.7 | 63,8 100 Proz 
204 20,5 36,8 '100 


Die Resultate fiir etiolierte Keimlinge, wenn sie noch jung sind 
stimmen vollstindig mit denen, welche wir fiir assimilierende Pflanzen 
bekommen haben, iiberein; die Aufnahme von Ammoniak bei Kon 
zentrationen (0,2 bis 0,001 n) nimmt immer iiberhand, bei grober 
Verdiinnung (0,0001 n) kénnen beide Komponenten von NH,NO, ohne 


Rest verbraucht werden. 


Serie III. Altere etiolierte Erbsenkeimlinge. Diesmal wurden div 
Erbsen im Dunkeln 15 Tage auf Leitungswasser gezogen und nur dann 


zum Versuch gebraucht. 


1. Versuch. 


(Dauer 2 Stunden; 50 Keimlinge.) 





Konzentyation : 


Stickstoff aufgenommen aah 


; {NHs . 
In Proz. | HNO,. 


2. Versuch. 


0,001 n 


0,61 meg 

123 . 
22.5 Proz 
45.4 


(Dauer 6 Stunden; dieselben Pflanzen.) 





Konzentration: 
_ , { NH, . 
Stickstoff aufgenommen | HNO, 


{NH, . 
In Proz. | HNO, . 


01 0,001 n 


32,0 5 0,81 me 
36,2 1,65 , 
11,7 ) 29,9 Proz 
13,3 44.4 60.7 





(0 
ju 
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3. Versuch. 
(Dauer 4 Stunden; 50 frische Keimlinge.) 





Konzentration : . 0,01 0,001 a 


stickstoff aufgenommen an \, ahs ’ ; ; 0,62 mg 


. ii. 
in Fe Ls. 


(Dauer 8 Stunden; dieselben Pflanzen wie im dritten Versuch.) 





Konzentration: 0,2 01 | 0,01 0,001 n 


stickstoff aufgenommen | HNO, arr oe | 34,0 5,4 0,94 mg 


87,2 18,8 181 , 
in Prog, { NHs. - 3,4 | 12.5 19,8 | 34,6 Proz. 
ete) |. ene eA 8,3 82,1 694 (666 , 


Hier sehen wir ein ganz anderes Bild: in allen Versuchen der Serie I11, 
ind welche mit alteren Keimlingen ausgefiihrt wurden, haben die Pflanzen 
Zen mehr Salpetersiure aufgenommen als Ammoniak, oder wenigstens 
.on- sieht so das Endresultat der komplizierteren Vorgiinge aus, in deren 
Ber Betrachtung wir unten naher eingehen werden. 


hin Die Serie IV der Versuche mit Erbsen, welche mit noch Alteren 
(21 Tage) etiolierten Keimlingen durchgefiihrt wurde, hat in allen 

die Fallen dieselben Resultate gegeben wie die Versuche der Serie III, 

ann darum wollen wir die Ziffernangaben fiir die Serie IV hier nicht an- 
fiihren’). 


Ebenso werden wir hier nicht die Resultate von drei Serien der 
Versuche angeben, welche wir mit Hafer durchgefiihrt haben; es sei 
nur notiert, daB der Hafer, wie fiir eine kohlehydratreiche Frucht zu 
erwarten war, in der Dunkelheit das normale Verhalten gegen NH, 
und HNO, linger bewahrt als Erbsen, und der Umkehrungspunkt 
fillt beim Hafer auf eine spitere Periode. Wir miissen also schlieBen, 
da8 es der Ernahrungszustand der Pflanze ist, welcher hier die haupt- 
sichlichste Rolle spielt; den Konzentrationsdifferenzen gehért nur 
eine sekundare Rolle. 


Im ganzen sehen wir ein uns sehr gut bekanntes Bild: Das Ver- 
halten der kohlehydratarmen Pflanzen gegen NH,NO, ist dasselbe 
wie gegen NH,Cl und (NH,),80,. 


1) Es sei nur erwaéhnt, daB bei sehr schwachen Konzentrationen 
(0,0001 n) auch die alteren Keimlinge sich nicht anders verhielten als die 
jiingeren; die Erklarung wird unten gegeben. 

Biochemische Zeitschrift Band 182. 14 
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Wir haben namlich bei unseren Versuchen [1908 bis 1915!')] ithe 
das Verhalten der etiolierten Keimlinge gegen Ammoniaksalze rej 


verschiedene Typen von Pflanzen unterscheiden kénnen. 


1. Die Keimlinge von solchen Samen, welche nicht viel Eiwei) 
und sehr viel Starke enthalten, wie z. B. Cerealien, verarbeiten clas 
Ammoniak ganz leicht, wenn es in Form von physiologisch sauren Salzer 
(wie NH,Cl usw.) dargeboten wird, unter Bildung der entsprechendey 
Mengen von Asparagin. 

2. Die Keimlinge von solchen Leguminosen, welche starkehaltigy 
Samen haben, aber doch weniger Starke und mehr EiweiB als di: 
Gramineen enthalten, kénnen die Asparaginsynthese auf Kosten von 
physiologisch sauren Ammoniumsalzen nur in dem Falle durchfiihren 
wenn die physiologische Aciditat der Lésung durch Zusatz von Ca((), 
beseitigt wird; hierher gehéren Pisum- und Vicia-Arten. 


3. Zu dem dritten Typus gehéren die Lupinen, welche sehr eiweil. 
reich sind (35 Proz. EiweiB und mehr), keine Starke fiihren und sonst 
nicht viel Kohlehydrate (Hemicellulosen) enthalten. Die Ernihrung 
der Lupinenkeimlinge (wenigstens von L. luteus) mit NH,Cl fiihrt 
tiberhaupt nicht zur Asparaginsynthese, und noch mehr — es leidet 
dabei iiberhaupt die synthetische Funktion —, auch ,,eigenes Ammoniak 
wird als solches angehiuft, ohne Asparagin zu bilden; man beobachtet 
sogenannte ,,Ammoniakvergiftung der Pflanzen, der Zellsaft wird 
alkalisch und die Keimlinge enthalten endlich viel mehr Ammoniak 
als sie von auBen aufgenommen haben. Die Grundursache diese: 
Unterschiede zwischen einzelnen Pflanzen liegt in den ver 
schiedenen Mengen von Kohlehydraten, welche einem Gewichtsteil 
der EiweiBstoffe entsprechen, es kommen nimlich bei Weizen 
5 bis 6 Teile, bei Erbsen 2 bis 2.5 Teile und bei gelben Lupinen nu 
0,6 Teile Kohlehydrate (dabei wenig lésliche) auf t Teil Eiweibstoffe 
Wenn man aber bei Weizen und Gerste den Kohlehydratvorrat durch 
Aushungern der Keimlinge stark verringert, dann bekommt man 
einen Ubergang zum Lupinentypus und umgekehrt: durch kiinstlich: 
Kohlehydratzufuhr lassen sich die Lupinenkeimlinge in die erst 
Gruppe tiberfiihren. 

Wenn wir jetzt zu den oben beschriebenen Versuchen mit Ammo- 
niumnitrat zuriickkehren und daran erinnern, daB nach unseren Ver 


1) Vgl. Prianischnikow, Ammoniak als Alpha und Omega des Stickstofi- 
umsatzes in der Pflanze, 1916 (russisch mit franzésischem Resumé). Zu- 
sammenfassende Artikel in deutscher Sprache: Landw. Versuchsst. 1{22 
Siehe auch die Abhandlung des Verfassers ,,Asparagin und Harnstofi*. 
diese Zeitschr. 150, 407, 1924. 
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suchen aus dem Jahre 1923 dieses Salz nach seiner physiologischen 
Aciditat bei kurzdauernden Versuchen sich von Ammoniumchlorid 
kaum unterscheidet, dann miissen wir sagen, daB die gewonnenen 
Resultate ganz denen entsprechen, welche a priori zu erwarten sind. 


Die Erbsenkeimlinge, die langere Zeit im Dunkeln wuchsen, den 
Kohlehydratvorrat stark erschépft haben und in physiologischem 
Sinne ,,lupinenihnlich geworden sind, muBten unter dem Einflu8 
des Ammoniumnitrats durch die Stérung in den synthetischen Funk- 
tionen leiden und das Ammoniak in ihren Geweben anhiiufen, sie 
konnten das Ammoniak in das fuBere Medium ausscheiden und in 
dieser Weise eine kleinere Aufnahmefihigkeit von NH, gegen HNO, 
vortaéuschen. 


Man kénnte noch die Frage stellen, ob nicht in unseren Versuchen 
mit alteren Keimlingen eine Ammoniakausscheidung wegen Hunger- 
zustandes als solche stattgefunden hat; es hat nimlich Butkewitsch') 
gezeigt, daB die Lupinen- und Erbsenkeimlinge nach Erschépfung 
des Kohlehydratvorrats an Ammoniakvergiftung leiden (dieselbe 
Erscheinung kann bei sonst normalen Keimlingen durch anisthesierende 
Mittel hervorgerufen werden). Wenn das der Fall wire, dann miiBte 
diese Erscheinung bei allen Konzentrationen von NH,NO, auftreten, 
und auch bei gréBter Verdiinnung (0,0001n) miiBten wir eine 
stirkere Aufnahme von HNO, gegen NH, beobachten; gerade aber 
in diesem Falle liegt diese Abnormitat nicht vor. 


Man muB also den EinfluB von physiologisch saurem Salz voraus- 
setzen, welcher nur bei nicht zu kleinen Konzentrationen zum Vor- 
schein kommt. 


Und an noch einen Umstand miissen wir erinnern: Wenn den 
Pflanzen kein physiologisch saures Salz geboten ist, kann der Fall 
vorliegen, daB die Pflanzen Ammoniak ausscheiden, ohne sich direkt im 
Hungerzustande zu befinden; dies kann durch zu reichlichen Zuflu8 
von Stickstoffnahrung hervorgerufen werden, wenn das in Nitratform 
geschieht. 


So hat Warburg?) gezeigt, daB Chlorellazellen im Dunkeln Ammoniak 
auf Kosten von NaNO, -- HNO, bilden; im Anfang des Versuchs sind 
die Ammoniakmengen nicht groB, aber sie nehmen mit der Dauer des 
Versuchs zu. Stickstoffhungrige Algen zeigen keine Ammoniakbildung, 
aber mit Stickstoff im UberschuB gesittigte Zellen scheiden reichlich 
Ammoniak in das iuBere Medium aus. Warburg unterscheidet die 


1) Diese Zeitschr. 12, 314, 1908 (auBerdem friihere Mitteilungen in 
russischer Sprache seit 1904). 
2) Diese Zeitschr. 110, 66, 1920. 
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Perioden der Assimilation und der reinen Reduktion; im zweiten Falle 
(bei relativem Kohlehydratmangel) wird HNO, zu NH, reduziert, abe: 
es geht keine Neubildung von organischer, stickstoffhaltiger Substanz 
vor sich. AuBer Beobachtungen von Warburg iiber Chlorella und von 
Kostytschew') iiber Schimmelpilze gibt es eine groBe Reihe von eben 
solchen Beobachtungen iiber héhere Pflanzen in der Arbeit von Kleiy 
und Kisser iiber Nitratassimilation®). Uns sind solche Fille aus eigenen 
Beobachtungen auch bekannt; so wurde in unserem Laboratorium div 
Ammoniakausscheidung durch die Wurzeln von Wicke und Senf beo! 
achtet, wenn den etiolierten Keimlingen von diesen Pflanzen gréBere 
Mengen von Nitrit gegeben wurden, als sie assimilieren konnten®) 
Darum kénnen wir annehmen, daB in unserem Versuch mit Alteren 
Erbsenkeimlingen zwei Ursachen die Ammoniakanhaufung und -aus 
scheidung begiinstigen muBten: 1. Die Stérung der Asparaginsynthese 
durch physiologisch saures Salz, 2. die Reduktion von HNO, welche 
mit NH,NO, ausgefiihrt wurde, zum Ammoniak, ohne darauf folgende 
Synthese von Asparagin (,,reine Reduktion“ nach Warburg). 

AuBer dem Einflu8 von physiologisch sauren Salzen kann die 
Ammoniakausscheidung auch durch direkte Wirkung von Sauren 
hervorgerufen werden. Zum ersten Male haben wir diese Erscheinung 
im Jahre 1913 beobachtet, in einem Versuch mit den Keimlingen von 
gelben Lupinen, welche in eine Liésung von Schwefelsaure (0,0005 bis 
0,0012 n) gesetzt wurden; bald trat die Erkrankung der Lupinen an 
Ammoniakvergiftung ein, und wenn eine gréBere Zahl von Pflanzen 
sich in einer Kristallisationsschale befand, -~wurde die Schwefelsaure 
durch ausgeschiedenes Ammoniak neutralisiert. Damals waren wir 
geneigt, von diesen Erscheinungen zuviel den individuellen Eigen- 
schaften der Lupinen zuzuschreiben. 

In den Jahren 1917 bis 1919 wurden in unserem Laboratorium 
einige Versuche angestellt, um den EinfluB der Reaktion des auBeren 
Mediuras auf die Aufnahme von NH, und HNO, aus NH,NO, zu 
beobachten. In den Versuchen mit Gerste wurde, wie es schien, dic 
Verschiebung des Verhiltnisses zwischen aufgenommenem NH, und 
HNO, erreicht*), aber die Versuche mit Erbsen haben gezeigt, dal 
hier die Erscheinungen der Ammoniakausscheidung teilnehmen; es 
sprechen dafiir folgende Versuchsergebnisse: 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 111, 171, 1920. 

2) Sitzungsber. d. Wien. Akad. 1925. 

3) Vgl. die Arbeit von Dikussar, Journ. f. landw. Wissensch. 1925 
(russisch). 

4) Z. B. unter dem Einflu8 von Ansauerung bis 0,0015 n wurden 50 mg 
Ammoniakstickstoff statt 64 und 33 mg Salpetersdurestickstoff statt 26 mx 
aufgenommen. 
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Erbsenkeimlinge, in NH,NO,-Lésung (0,05proz.) gezogen: 





I Il Il IV 
Konzentration von HCI: 0,0015 000075 |= 00010 |S 00,0025 n 


Stickstoff anfgeno jals NH; . 17,0 4,9 —165 —29,6mg 
ee ns eee 26,7 19,4 34 


+ 44,3 + 31,6 , 29 26,2 mg 


Die bei héheren Aciditatsgraden evident gewordene Ammoniak- 
ausscheidung laBt fiir andere Fille (I und II) eine Depression der 
Ammoniakassimilation annehmen; im Falle III stehen die Pflanzen 
sehr nahe beim Stadium von ,,reiner Reduktion (nach Warburg), die 
aufgenommene Salpetersaiure wird zum gréBten Teile nur bis Ammoniak 
reduziert, Assimilation ist sehr gering. Im Falle 1V wird auch die 
Reduktion durch Uberschu8 von Saure unterdriickt, und ausgeschiedenes 
Ammoniak ist meistens von anderem Ursprung, es bildet sich wegen 
der Depression von Asparaginbildung auf Kosten der stickstoffhaltigen 
Substanz der Keimlinge selbst. 

Wir sehen also, daB bei gleichem Kohlehydratvorrat und gleicher 
Stickstoffernihrung der Saurezusatz allein die groBen Veranderungen 
im Stickstoffumsatz der Pflanze hervorrufen kann. 

Um den EinfluB der Saure besser kennenzulernen, haben wir 
solche Versuche angestellt, in welchen die Saure nicht zu der Lésung 
von Ammoniumnitrat, sondern zum Wasser zugesetzt wird. Diese 
Versuche sind jetzt im Gange; vorliufig kénnen wir folgendes mitteilen. 





| 


Konzentration von HCI: 0,0005 0,00075 0,0010 a 


Erste Reaktion, auf N H,{ bei Hafer —*) nach 19 Tagen nach 12 Tagen 
erschienen \bei Erbsen nach4Tagen , 4 , i Tee 

bei Haf — . wie = 

Absterben der Pflanzen | bei oan 9-10 , ; te 

—B5, 2,9—5,1 

1—5, 2,9—5,6 


- 


Anderung von Py der { bei Hafer 3,3—5,0 3, 
3 


Losung | bei Erbsen 33-48 | 
*) Wabrend 20 Tagen der V hsd kein A iak.* 





Wie schon auf Grund unserer Versuche mit physiologisch sauren 
Salzen zu erwarten war, sind die etiolierten Keimlinge von kohlehydrat- 
reichem Hafer viel mehr gegen Séurewirkung resistent, als die Keimlinge 
der Erbsen, und das Ammoniak in der AuBenfliissigkeit erscheint im 
Falle von Hafer spiiter. 

Weiter mu8 die Ammoniakausscheidung quantitativ verfolgt 
werden. 

Die Erscheinungen, welche bei py 2,9 bis 3,1 beobachtet werden, 
liegen gewiB schon in dem Gebiet der Pathologie; sie miissen aber von 
Pflanzenphysiologen beriicksichtigt werden, weil die Verinderungen, 
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welche die Pflanzen selbst in der Reaktion des Nahrsubstrats hervor. § 
rufen, oft zu pathologischen Verhaltnissen fiihren; wir wollen nur ein 


Beispiel geben: 


Zea Mays in Wasserkulturen (assimilierende Pflanzen). 





Stickstoffquelle : NaNO; | NH,NO, 


Reaktion der {zu Anfang. .... 5,5 5,5 
Lésung (Pq) | nach 16 Tagen. . . 6,9 3,3 


*) Vgl. die oben erwihnte Mitteilung von Prianischnikow und Domontowitech in Soi 
Science. 


Zusammenfassung. 


Aus allem, was uns bis jetzt iiber das Verhalten der Pflanzen gegen 
Ammoniumnitrat bekannt geworden ist, kénnen wir folgende Schiiisse 
ziehen : 

Aus den Lésungen von Ammoniumnitrat nehmen die normalen 
Pflanzen bedeutend schneller das Ammoniak als die Salpetersdure auf 
die Nihrlésung wird dabei desto saurer, je gréBer die Wurzelmasse ist 
welche mit gewissen Volumen der Lésung in Beriihrung kommt. 

Man bekommt aber andere Resultate, wenn man mit solchen 
Pflanzen arbeitet, welche nicht imstande sind, mit geniigender Energic 
die organischen, stickstoffhaltigen Substanzen (Asparagin, Giutamin 
auf Kosten von Ammoniak zu synthetisieren und welche geneigt sind 
das Ammoniak in duBere Lésung auszustheiden, sei es_,,eigenes 
Ammoniak“, welches infolge der Oxydationsprozesse im Organismus sich 
bildet, sei es Ammoniak, welches infolge der Reduktion der dargereichten 
Salpetersiure entsteht. 

Eine solche Stérung von synthetischen Funktionen wird in folgenden 
Fallen beobachtet: 

1. Wenn die Pflanzen den Kohlehydratvorrat ganz verbraucht 
haben (in diesem Falle ohne jeden auBeren EinfluB). 

2. Auch bei nicht so stark ausgepriigtem Kohlehydratmange! 
wenn die Stickstoffnahrung zu reichlich dargeboten wird. 

3. Wenn bei relativem Kohlehydratmangel die synthetischen 
Funktionen durch physiologische Aciditit beeintrachtigt werden. 

4. Wenn die Pflanzen durch die Wirkung der freien Siuren leiden 

5. Wenn die Pflanzen der Wirkung der aniisthesierenden Mitte! 
unterworfen sind. 

In allen solchen Fallen sind die Pflanzen nicht imstande, auf dic 
Frage iiber den relativen Wert von Ammoniak und Salpetersiure dem 
Versuchsansteller eine richtige Anwort zu geben. 
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Einflu8 von Stairkeinjektionen auf die Blutamylase. 


(Zur Frage nach der Existenz sogenannter ,,Abwehrfermente“ 
gegen Kohlehydrate.) 


Von 


Marie Magaram und W. Engelhardt. 


Aus dem Biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 
in Moskau.) 


(Bingegangen am 15. Januar 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Lehre von den ,,Abwehrfermenten’ wurde von ihrem Be- 
grinder, EH. Abderhalden, nicht nur auf eiweiBabbauende Fermente 
beschrinkt, sondern auch auf die kohlehydratspaltenden Fermente 
erstreckt. 


In seinen Arbeiten mit Brahm), mit Kapfberger*) und mit Wilder- 
muth*) kommt Abderhalden, in Bestatigung fritherer Versuche von 
Weinland*), zu dem SchluB, daB nach parenteraler Zufuhr von Rohrzucker 
jas Serum der Versuchstiere die Eigenschaft gewinnt, dieses Disaccharid 
und daneben auch Milchzucker) zu spalten. Es sollte eine Disaccharase 
neugebildet oder von den Zellen ins Blut abgegeben sein. Auf diese 

j Arbeit folgte eine Reihe anderer, deren Autoren gleichfalls sich bemiihten, 
das Auftreten von kohlehydratspaltenden Fermenten nach parenteraler 
Zufuhr von Polysacchariden nachzuweisen. 


Die von verschiedenen Forschern erhaltenen Ergebnisse waren 
iuBerst widerspruchsvoll. Kwmagai*) glaubte die Befunde Abderhaldens 
zu bestitigen und hielt die Existenz kohlehydratspaltender Abwehr- 
fermente fiir bewiesen. Diese Ansicht wurde weiter von Réhmann®) 
vertreten. Dagegen gelangten Folkmar’) und Knaffl-Lentz*) zu gerade 


1) E. Abderhalden und C. Brahm, H.-S. 64, 429, 1910. 
2) BE. Abderhalden und G. Kapfberger, H.-S. 69, 23, 1910. 
8) EB. Abderhalden und Wildermuth, H.-S. 90, 383, 1914. 
4) E. Weinland, Zeitschr. f. Biol. 47, 279, 1906. 

5) Kumagai, diese Zeitschr. 57, 380, 1913; 72, 26, 1915. 
6) Réhmann, ebendaselbst 84, 382, 389, 1917. 

*) Folkmar, ebendaselbst 76, 1, 1916. 

8) Knaffl-Lentz, H.-S. 90, 110, 1922. 
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Es wurde in den zitierten Arbeiten zu den Injektionen meistens Ro}; 
zucker angewandt, nur beigehend wurden von Kumagai Injektionen vy. 
Starke vorgenommen. Es berichten sowohl Kumagai wie auch Réhma», 
iiber auBerordentlich starkes Ansteigen der Blutamylase nach parenteral. 
Kohlehydratzufuhr. Jedoch lassen ihre Zahlen an eine Beteiligung von 
Bakterien denken. Es ist nimlich aus dem Text nicht ersichtlich, das 
etwaige Antiseptica angewandt wurden (nur die Starkelésung wurde vorhe: 
mit Toluol durehgeschiittelt), und die erhaltenen Zahlen sind ganz unwalir. 
scheinlich hoch: eine Verdiinnung des Blutes, 1: 10—%*, vermochte binnen 
24 Stunden 50 mg Starke zu spalten. Das 148t sich wohl kaum anders als 
durch Versuchsfehler erklaren. 


Die Ergebnisse Réhmanns und Kumagais, betreffend des Aut- 
tretens von Invertase im Blute wurden von Knajfl-Lentz nicht be- 
statigt, und Folkmar konnte auch keine Verstarkung der amylolytischen 
Fahigkeit des Blutes beobachten. 

In vorliegender Arbeit suchten wir eine Nachpriifung der Frage 
zu unternehmen unter Anwendung einer genaueren quantitativen 
Methode der Amylasebestimmung. 


Methodisches. 


Zur Amylasebestimmung bedienten wir uns der Methode von Engelhardt 
und Gertschuk*). Jeder Versuch wurde stets in zwei Parallelbestimmungen 
ausgefiihrt, nimlich so, daB die beiden Blutproben (0,02 ccm) zwei einzelnen 
Bluttropfen entnommen wurden. 

Alle Versuche wurden unter Puffer- und Toluolzusatz mit Merckscher 
léslicher Starke angestellt. Dieselbe Starke diente auch zu den Injektionen. 
Die fiir die Bestimmung nétigen Blutmengen-sind so gering, daB es uns 
ohne jegliche Schwierigkeit méglich gewesen ist, tagliche Untersuchungen 
durchzufiihren und inzwischen noch bis sechsmal taglich Blutproben zu 
entnehmen. 

Die Zahlen simtlicher Tabellen geben die Differenz, in Milligrammen 
Glucose ausgedriickt, zwischen dem Reduktionswert des Versuchs (2 Stunden 
bei 37°) und desjenigen der Kontrolle an. 

Bei taglicher Untersuchung stellte es sich bald heraus, dab auch 
bei normalen Kaninchen die Blutamylase bedeutende Schwankungen 
aufweist. Die GréBe dieser Schwankungen kann man aus den weiter 
unten angefiihrten Kurven (Abb.1) ersehen. Als Ursache dieser 
Schwankungen dachten wir in erster Linie an einen Zusammenhang 
mit der Verdauung [vgl. Abderhalden und Rathsmann?*)] und priiften 
nach, ob die Schwankungen im niichternen Zustande nicht geringer 
werden bzw. ob sie nicht mit reichlicher Einnahme von kohlehydrat- 
haltiger Nahrung verbunden sind. Solch ein Zusammenhang konnte 
aber nicht festgestellt werden. Als Beispiel seien einige diesbeziigliche 
Versuche angefiihrt. 


1) Engelhardt und Gertschuk, diese Zeitschr. 167, 43, 1926. 
2) Abderhalden und Rathsmann, H.-S. 71, 367, 1911. 
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EinfluB von Starkeinjektionen auf die Blutamylase. 


Tabelle I. 


Kesiochen Nr. 124 25 20 25 





Nichtern. . . oo « « « os o | COFFE | OB81 | O10 | 0.107 
Wahrend des Essen ns. _— 0211 0149 _— 

Erste halbe Stunde nach dem Kssen n — 0,196 0161 0,142 

Erste Stunde nach dem Essen . . 2: — — _ 0.326 
Zweite , a 0,202 0,121 0,138 0,261 
Dritte = — 247 - = 0,149 = 


Vierte os 0,178 | 0,128 — 0,247 
Weiter ee oe — 0173 — 

Wir sehen, daB die Sienna ganz unregelmaBig, ohne 
Zusammenhang mit der Nahrung, vor sich gehen. Meistens betragen 
sie etwa 10 Proz. zu beiden Seiten vom Mittelwert, es kommt aber 
auch vor, daB Unterschiede von iiber 60 Proz. zwischen Maximum 
und Minimum auftreten (0,107 und 0,173). 

Diese groBe Unbestindigkeit der Amylasezahlen bei ein und 
demselben Tiere an verschiedenen Tagen und sogar wihrend eines 
Tages macht es sehr schwer, iiber den EinfluB auBerer Faktoren, in 
unserem Falle der Starkeinjektionen, zu urteilen. 

Zu den Injektionen wurde, wie oben bemerkt, Mercksche lésliche 
Starke in Mengen von etwa 10 ccm 4proz. wasseriger Lésung angewandt. 
Das Einfiihren geschah stets intravenés. 

Die Tiere vertragen die Injektionen ohne jegliche aiuBere Zeichen. 
Die Einspritzungen wurden in Abstanden von etwa 5 bis 6 Tagen 
wiederholt, im ganzen erhielten die Tiere bis fiinf Injektionen. Amylase- 
bestimmungen wurden 5 Tage vor Anfang, wahrend der Injektionen 
und etwa 2 Wochen nach der letzten Injektion taglich durchgefiihrt. 
AuBerdem wurden in einer anderen Versuchsserie wiederholt Be- 
stimmungen kurz bevor, sofort nach den Injektionen und weiter in 
kurzen Intervaller, waihrend des ganzen Injektionstages ausgefiihrt. 
Stets liefen Parallelbestimmungen an normalen Kaninchen mit. 

Erst werden wir die Resultate der Amylasebestimmung unmittelbar 
nach den Injektionen zusammenstellen (s. Tabelle I1). 


Tabelle II. 





Kaninchen Nr. 7 7 76 76 


Injektion: 


Zeit der Blutentnahme: 

Vor der Injektion . . 0,216 .0,255,0,144:0,227)/0,198 0,230 0,250 0,272 0,234 0,185 

Sofort nach d.Injektion 0,198 0,234/0,142 0,223 0,174 0,227 0,275 0,230/0,254 0,175 

Nach 30 Minuten . . 0,207 0,137)0,153 0,229 0,166 0,203 0,241 0,23610,248 0, 137 
eos 5 inna 8 0,210 0,133)0,149 0,198/0,162 0,250 0,230 0,207 0,230 0,164 
» 6 Stunden. . .  0,1690,147/0,173'0,209'0,16510 "242 0. 191 0,203 0,236 0,154 
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Die Zahlen weisen Schwankungen auf, die in demselben GréBen 
bereich liegen und ebenso unregelmaBig sind, wie bei normalen 
Kaninchen. 
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Wahrend also Abderhalden bei intravenéser Injektion von Rohr- 
zucker bereits nach 15 Minuten das Auftreten der Spaltungsfahigkeit 
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des Serums beobachtete, konnten wir keinen solchen EinfluB der Starke- 


injektionen wahrnehmen. 

Wenden wir uns jetzt den Verainderungen zu, welche die Blut- 
amylase bei wiederholten Injektionen von Tag zu Tag aufweist, so 
sehen wir uns auch hier gezwungen, einzugestehen, daB diese Schwan- 
kungen weder in irgend einem Mabe in Zusammenhang mit den 
Injektionen stehen, noch daB sie ein regelmiBiges Ansteigen des 
Amylasewertes erkennen lassen. Der Ubersichtlichkeit wegen geben 
wir die Resultate einer solchen Versuchsserie direkt in Kurvenform 
wieder. Auf Abb. 2 sind die Resultate der Amylasebestimmungen an 
drei Versuchskaninchen angefiihrt, auf Abb. 1 haben wir die zur gleichen 
Zeit ausgefiibrten Bestimmungen an zwei Normalticren wiedergegeben. 
Alle drei Versuchstiere erhielten die Injektionen an ein und demselben 
Tage. 

Die Kurven der Kaninchen Nr. 45 und 44 weisen prinzipiell genau 
den gleichen Charakter auf wie diejenigen der Kontrolltiere. Der weit 
aus der Reihe fallende Wert beim Kaninchen Nr. 44 am 21. Versuchs- 
tage kommt uns wenig wahrscheinlich vor und wiire vielleicht durch 
irgend einen Versuchsfehler (etwa hineingelangte Speichelspuren) zu 
erklaren. Abgesehen von diesem einen Sprunge weisen die Kurven 44 
und 45 weder regelmaBige Schwankungen auf, die in Zusarhmenhang 
mit den Injektionen gebracht werden konnten, noch irgend einen 
systematischen Gang. 

An der Kurve 25 sehen wir wihrend der ersten Zeit drei sehr 
schroffe Schwankungen, spiter werden aber die Schwankungen kleiner 
und die Kurve zeigt sogar eine Tendenz, etwas zu sinken. Dies kurz- 
dauernde Aufsteigen des Amylasewertes in Zusammenhang mit den 
Stirkeinjektionen zu bringen, und als eine ,,AbwehrmaBnahme“ des 
Organismus zu betrachten, halter wir schon deswegen fiir uomdglich, 
weil dieser Aufstieg einmal am dritten Tage, ein andermal am vierten, 
dann aber schon am nachsten Tage nach der Injektion auftrat. 

Fassen wir die Ergebnisse unserer Versuche zusammen, so kommen 
wir zu folgenden Schliissen: 

1. Der Amylasewert des Kaninchenblutes schwankt bei normalen 
Tieren wahrend ein und desselben Tages sowohl wie von Tag zu Tag 
nicht unbetrichtlich. Die Schwankungen kénnen nicht in Zusammen- 
hang mit der Nahrungseinnahme gebracht werden. 

2. Nach Stiarkeinjektionen, sowohl einzelnen wie auch wieder- 
holten, weist die Blutamylase keine regelmaBigen Verinderungen auf, 
weder wihrend des Tages der Injektion, noch in den darauffolgenden 
Tagen. 





Uber einige Adsorptionserscheinungen an Silberjodid. 


Von 
A. Frumkin und A. Obrutschewa. 
(Aus dem Karpow-Institut fiir Chemie, Moskau.) 
(Eingegangen am 2]. Januar 1927.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Vor kurzer Zeit hat der eine von uns!) eine Theorie entwicke't, 
die die Deutung der Beeinflussung der Adsorbierbarkeit von Neutral- 
molekiilen durch das elektrische Feld an der adsorbierenden Ober. 
fliche erlaubt. Diese Becinflussung tritt besonders deutlich zutage 
bei der Adsorption von organischen Stoffen an einer Hg-Oberfliche. 
wie dies durch Abb. 1 illustriert wird*). 4 ist hier die durch die Ad- 

40 


4 
JO 


20 


Abb. I. 


sorption von Capronsiure bewirkte Erniedrigung der Grenzflichen- 
spannung an der Trennungsfliche Hg/0,3n KNO, in absoluten Fin- 
heiten, » die Potentialdifferenz Lésung/Hg in Volt, wobei der Nullwert 
von @ dem Maximum der Elektrokapillarkurve von 0,3 n K NO, ent- 
spricht; in diesem Punkte ist also in Abwesenheit von organischen 
Molekiilen die Ladungsdichte der Hg-Oberfliche gleich Null. Die 
obere Kurve bezieht sich auf 0,07 n Capronsiure, die nichsten auf 
0,035 n, 0,0175 n usw. Wie ersichtlich, hat jede von den Kurven bei 
einem g-Wert, welcher unweit von Null liegt, aber in der Richtung 


1) Frumkin, Zeitschr. f. Phys. 35, 792, 1926. 
2) Nach Messungen von Frl. Kulwarskaja. 
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negativer Ladungen der Hg-Oberfliche, also positiver @-Werte, um 
etwa 0,045 verschoben ist, ein Maximum; die Adsorbierbarkeit ist 
also dann am gréBten, wenn die urspriingliche Ladung der Hg-Ober- 
flache nahezu Null ist, oder richtiger, einen kleinen negativen Wert 
hat. Entfernt man sich von diesem Werte, so fallt die Adsorbierbarkeit 
erst langsam und dann rasch ab. Nach der anfangs erwahnten Theorie 
sind diese Verhiltnisse durch die Verschiedenheit der Dielektrizitats- 
konstanten der Molekiile des Wassers und der gelésten organischen 
Substanz zu erklaren: Die organischen Molekiile mit der kleineren D. K. 
werden vom Felde aus der Oberflaichenschicht ausgestoBen, die Wasser- 
molekiile mit der gréBeren D. K. aber hineingezogen. 


Dieser Effekt ist dem Quadrat der P.-D. Lésung/Quecksilber 
proportional; dazu kommt noch ein Effekt, der linear mit der P.-D. 
variiert und der durch die Dipolwirkung der adsorbierten Molekiile 
hedingt ist: Laden diese die Hg-Oberfliche bei der Adsorption positiv 
auf, so wird eine schon vorhandene negative Ladung die Adsorption 
begiinstigen und umgekehrt. Bei groBen Feldstarken iiberwiegt aber 
der dem Quadrat der P.-D. proportionale Effekt und es tritt immer 
Adsorptionshemmung ein. Mathematisch laBt sich die Theorie unter 
gewissen vereinfachenden Voraussetzungen im folgenden Satze zu- 
sammenfassen. Geht man von dem Potential @,,,, aus, welches der 
maximalen Adsorbierbarkeit entspricht, so ist nach Einfiihtung einer 
P.-D. gleich g die Konzentration der Lésung im Verhiltnis 

(C— C) @ — max.) 
k=e 2RT (1) 


zu vergréBern, damit die adsorbierte Menge konstant bleibt, wobei den 
Buchstaben C, C’ und S folgende Bedeutung zukommt: C ist die Kapa- 
zitaét der Doppelschicht pro Fiicheneinheit in Abwesenheit von organi- 
schen Molekiilen, C’ dieselbe GréBe nach der Sittigung der Ober- 
flache mit dem adsorbierten Stoff, und S ist die Fliche, welche von 
einem Mol der adsorbierten Substanz bedeckt wird, vollstandige 
Sattigung der Oberflichenschicht vorausgesetzt!). Die GréBe @ max 


ist gleich — 


1 qr Px» Wo mit @,y die P.-D. bezeichnet werden soll 


( 
welche sich zwischen Lésung und Hg einstellt, wenn die Hg-Oberflache 
ungeladen, die Oberflichenschicht aber mit den adsorbierten Molekiilen 
bedeckt ist. Ist diese durch die Differenz zwischen den Dipolwirkungen 
der adsorbierten Molekiile und denen des Wassers bedingte P.-D). gleich 
Null, so ist auch @,,,, = 0, und maximale Adsorption tritt an einer 


1) Gleichung (1) kann durch eine einfache Umformung aus der 
Gleichung (5) der zitierten Abhandlung gewonnen werden. 
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urspriinglich ungeladenen Oberfliche ein; anderenfalls wird @,,,, vo 
Null verschieden sein, bleibt aber immer klein, da C’ klein gegen C ist 

In der zitierten Abhandlung wurde gezeigt, daB diese Theori 
die beobachteten Elektrokapillarkurven mit geniigender Genauigkei 
wiedergibt, die Ubereinstimmung kann durch Einfihrung einiger 
weiterer Voraussetzungen in die Theorie noch verbessert werden 
Gleichung (1) mu aber dann durch eine wesentlich kompliziertere 
ersetzt werden. In dieser Abhandlung werden wir nur von der verein. 
fachten Theorie Gebrauch machen. 

Es lag nun nahe, zu untersuchen, ob eine ahnliche Abhangigkeit 
der adsorbierten Menge von der P.-D. Lésung/adsorbierende Oberfliche 
auch an anderen Systemen beobachtet werden kann. 


Als geeignetes Untersuchungsobjekt erwies sich Jodsilber'), da 
die P.-D. Lésung/Jodsilber wegen dessen geringer Léslichkeit durch 
Variation der Silberionenkonzentration in sehr weiten Grenzen variiert 
werden kann. Allerdings laBt sich die P.-D. zwischen Lésung und 
einem AgJ-Niederschlag nicht direkt bestimmen; seit der grund. 
legenden Arbeit von F. Haber*) wissen wir aber, daB eine P.-D. dieser 
Art von der Ag-lonenkonzentration genau so abhingt, wie die P.-) 
Lésung/Silbermetall. Weiterhin wissen wir aus den Arbeiten von 
Lottermoser und Fajans*), daB in Gegenwart von _ iiberschiissigem 
AgNO, gefilltes AgJ durch Ag-Ionen positiv, in Gegenwart von 
iiberschiissigem K J gefilltes aber durch J'-Ionen negativ aufgeladen 
wird‘), Der Punkt, der einem Nullwert der Ladungsdichte ent 
spricht, muB8 also mit dem Aquivalenzpunkt zusammenfallen oder 
wenigstens unweit von diesem liegen, in der Nahe des Aquivalenz 
punktes muB$ dementsprechend auch das Adsorptionsvermégen eines 
Ag J-Niederschlags fiir organische Nichtelektrolyte einen Maximum 
wert erreichen. 


1) Vorlaufige Mitteilung siehe Nature 117, 790, 1926. 

2) Ann. d. Phys. (4) 26, 927, 1908. 

3) Lottermoser und Rothe, Zeitschr. f. phys. Chem. 62, 359, 1908; Lotter. 
moser, Seifert und Forstmann, Kolloid-Zeitschr. 36, 230, 1925; Fajans und 
Beckerath, Zeitschr. f. phys. Chem. 97, 478, 1921; Fajans und Frankenburger, 
105, 255, 1923; Fajans und Hassel, Zeitschr. f. Elektrochem. 29, 495, 1923, 
Fajans und Wolj/, Zeitschr. f. anorg. Chem. 137, 221, 1924; Hassel, Kolloid- 
Zeitschr. 34, 305, 1924; siehe auch Beekley und Taylor, Journ. phys. Chem 
29, 941, 1925. 

4) Soviel uns bekannt ist, hat keiner von den Forschern, die sich mit 
diesen Problemen befa&t haben, auf den Zusammenhang zwischen der Adsorp- 
tion von Ag’ und J’ durch AgJ und der Ausbildung der thermodynamisch 
definierten P.-D. Lésung/Ag J hingewiesen; dieser Zusammenhang, der un- 
mittelbar auf die Analogie mit den kapillarelektrischen Erscheinungen an der 
Hg-Oberflache hinweist, war der Ausgangspunkt aller unserer Betrachtungen. 
Siehe auch Frumkin und Obrutschewa, Zeitschr. f. anorg. Chem. 158, 84, 1926. 
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Adsorptionserscheinungen an Silberjodid. 


Titrationskurven. 


Um diesen SchluB nachzupriifen, waihiten wir zuerst folgende Versuchs- 
anordnung. Wir titrierten 20 cem einer 0,5 n Ag N O,-Lésung, die auBerdem 
0,05 n in bezug auf H NO, war und eine kapillaraktive organische Substanz 
enthielt mit einer — dieselben Zusaétze in denselben Konzentrationen ent- 
haltenden etwa 0,5n KJ-Lésung und bestimmten die Konzentration 
der organischen Substanz, die in den verschiedenen Stadien des Titrations- 
vorgangs in Lésung blieb, vom Niederschlag also nicht adsorbiert wurde. 
Als kapillaraktive Substanzen kamen zur Verwendung: sekundirer Octyl- 
alkohol, Nonyl-, Capryl- und Heptylséiure. Qualitativ beobachtete man 
in allen Fallen dieselben Erscheinungen; fiir genauere Messungen erwies sich 
aber der Alkohol wegen seiner groBen Fliichtigkeit als ungeeignet. Auch mit 
Sauren beobachtet man bei langerem Arbeiten Verluste infolge ihrer Ver- 
flichtigung, diese waren aber nicht so groB, als daB sie einen wesentlichen 
EinfluB auf die Resultate der Versuche haben kénnten. Setzt man die 
organischen Séuren zu einer neutralen AgNO,-Lésung hinzu, so fallt das 
entsprechende Silbersalz aus; die AgNO,-Lésung muBte deshalb in der 
angegebenen Weise mit HNO, angeséiuert werden; um die H’'-Ionen- 
konzentration wahrend des ganzen Versuchs konstant zu halten, wurden 
entsprechende H N O,-Mengen auch zu den anderen Lésungen, die zur Ver- 
wendung kamen, hinzugefiigt. Die Konzentration der kapillaraktiven 
Substanz in der Lésung bestimmten wir durch Oberflichenspannungs- 
messungen; nach einigen orientierenden Versuchen nach den Methoden von 
Wilhelmy und der des maximalen Blasendrucks gingen wir zu einem Stalag- 
mometer mit einem 65,5-Tropfen gleichen Wasserwert iiber. In der Nahe 
des Aquivalenzpunktes wurde die KJ-Lésung in Portionen zy 0,01 cem 
aus einer Mikrobiirette zugesetzt; nach jeder Zugabe wurde’ 3 Minuten 
geschiittelt und wenn KJ im Uberschu8 vorhanden war, so daB der Nieder- 
schlag sich schlecht absetzte, zentrifugiert. 


Finige typische Kurven, die wir bei diesen Versuchen erhalten 
haben, sind in Abb. 2 wiedergegeben. Wie ersichtlich, zeigt die Tropfen- 
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zahl in der Nahe des mit einem Sternchen auf jeder Kurve bezeichneten 
Aquivalenzpunktes ein scharf ausgeprigtes Minimum, welches einem 
Minimum der Konzentration der organischen Siure, d. h. einem 
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Maximum der adsorbierten Menge entspricht'). Bei steigender \ cer. 
diinnung (dritte Kurve) verschwindet der Effekt, was mit dem eigen 
tiimlichen Gange der Adsorptionskurven zusammenhiingt; weiter 
unten werden wir auf diesen Umstand noch zuriickkommen. _ )i¢ 
Titrationskurven kann man auch in umgekehrter Richtung durch. 
laufen; wenn man von der Silberseite ausgeht und dann auf diese 
zuriickkehrt, so beobachtet man auf dem Riickwege die gleiche oder 
eine etwas héhere Tropfenzahl wie auf dem Hinwege, in einiger Ent. 
fernung vom Minimum aber stets eine um | bis 2 Tropfen niedrigere 
die Kurve wird also etwas flacher und verschiebt sich nach unten 
Einerseits geht also ein Teil der organischen Saure durch Verfliichtigung 
verloren, andererseits aber vermindert sich, wohl infolge einer Teilchen- 
vergréBerung, die Adsorptionskraft des Niederschlags. Zu verschiedenen 
Zeiten mit gleichartig zusammengesetzten Lésungen aufgenommene 
Kurven zeigen keine quantitative Ubereinstimmung; das Adsorptions. 
vermégen der Niederschlage variiert in ziemlich weiten Grenzen, ohne 
daB man die dafiir verantwortlichen Faktoren feststellen kénnte. Aut 
den Heptylsaurekurven ist das Minimum wegen der gréBeren Léslich- 
keit der Heptylsiure viel weniger ausgepriagt als auf den Caprylsiure 
kurven. Die Lage des Aquivalenzpunktes bestimmten wir nach Gay. 
Lussac; wir kamen zunichst zu dem SchluB, daB das Minimum de: 
Tropfenzahl um etwa 0,01 bis 0,02 cem gegen den Aquivalenzpunkt 
nach der Jodseite verschoben ist (siehe z. B. die zweite Kurve der 
Abb. 2); genauere potentiometrische Versuche, zu denen wir spater 
iibergingen, zeigten aber, daB dieser SchlaB falsch war und daB de: 
Minimumpunkt in Wirklichkeit nach der Silberseite verschoben ist 
Die Diskrepanz riihrt wohl daher, daB in den beschriebenen Versuchen 
die Titration zu schnell ausgefiihrt wurde und sich das Gleichgewicht 
zwischen Niederschlag und Lésung nicht vollstindig einstellte. 


Potentiometrische Titration. 


Die potentiometrischen Versuche, die wir anstellten, um diese Frage 
zu entscheiden, fiihrten wir mit ahnlich zusammengesetzten Lésungen, wie 
oben angegeben, aus; nur wurde in der Nahe des Aquivalenzpunktes niclhit 
eine 0,5 n, sondern eine 0,05n AgNO, bzw. KJ-Lésung in Portionen zu 
0,01 cem zugesetzt. In dem Glischen, in dem die Titration ausgefiihrt 
wurde, befand sich ein mittels eines Elektromotors angetriebener Riihrer: 


1) Nach einer Beobachtung von Fajans und Frankenburger, |.c., 8. 265, 
haben AgBr-Niederschlige die Eigenschaft, in der Nahe des Aquivalenz- 
punktes beim Durchschiitteln der wasserigen Lésung mit Ather die Ather- 
trépfchen zu umbhiillen, wihrend in geniigender Entfernung vom Aqui- 
valenzpunkte der Niederschlag nach dem Durchschiitteln rasch zu Boden 
sinkt. Es ist sehr wahrscheinlich, daB es sich in diesem Falle um eine der 
von uns beschriebenen wesensverwandte Erscheinung handelt. 
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nach jedem Zusatze wurde 20 Minuten geriihrt und unter stetiger Riihrung 
das Potential abgelesen; letzterer Umstand ist wesentlich, da anderenfalls 
in der Nahe des Aquivalenzpunktes wegen der viel zu geringen Konzentration 
der potentialbestimmenden Tonen die Silberelektrode sich nicht einstellt; 
bei staéndigem Riihren spielt cer Niederschlag, der verhaltnismaBig groBe 
Mengen Ag’- oder J'-Ionen adsorbiert, die Rolle eines Puffers, wie das noch 
weiter unten auseinandergesetzt wird, und die Potentialbestimmung wird 
moglich. Die Silberelektrode war ein mit HNO, angeatzter Silberdraht; 
die Fliissigkeit im TitriergefiB war mittels eines Hebers, der mit 0,25 n 
KNO, + 0,05 n HNO, (d. h. mit einer Lésung, die im wesentlichen dieselbe 
Zusammensetzung wie die Lésung im Titriergefé8 in der Nahe des Aqui- 
valenzpunktes hatte), mit einem ZwischengefaB mit gesattigter N H,NO,- 
Lésung und einer Normalkalomelelektrode verbunden. Die Potential- 
ablesung erfolgte mittels eines Binantenelektrometers mit Spiegel und Skala. 


Eine typische Kurve, die nach dieser Methode mit Lésungen, die 
Caprylsiure in 0,004n Konzentration enthielten, erhalten wurde, ist 
in Abb. 3 angefiihrt. Die Abszissen der Abb. 3 und 4 geben die P.-D. 























a 35 
Abb. 4. 


Lisung/Niederschlag an, wobei der Nullpunkt dem Aquivalenzpunkt 
entspricht (0,062 Volt, gemessen gegen eine Normalkalomelelektrode ; 
das dem Aquivalenzpunkt entsprechende Potential der Ag-Klektrode 
bestimmten wir in der iiblichen Weise aus der Kurve der potentio- 
metrischen Titration einer 0,25 n KN O,-Lésung, die Ag NO, in 0,001 n 
Konzentration enthielt). Die Ordinaten der Abb. 3 geben die Tropfen- 
zahlen, die der Abb. 4 die aus den beobachteten Tropfenzahlen be- 
rechneten adsorbierten Mengen in Molen Caprylsiure pro Mol AgJ an. 
Bei dieser Berechnung wurde an den Beobachtungsresultaten noch 
eine Korrektur angebracht, die der Verfliichtigung der Caprylsaure 
wihrend der sehr betrichtlichen Versuchsdauer Rechnung tragen 
Biochemische Zeitschrift Band 182. TA 
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sollte; dieselbe wurde aus den am Anfang und am Ende des Versuchis 
bei dem gréBten AgNO,-Uberschu8, der zur Verwendung kam, beob. 
achteten Tropfenzahlen (1251, und 122', Tropfen) ermittelt; allerdings 
macht diese Korrektur die Berechnung der adsorbierten Menge etwas 
unsicher. Beim Vergleich der Kurve der Abb. 4 mit denen der Abb. | 
stéBt man auf bemerkenswerte Unterschiede: Die Kurve der Abb. 4 
ist nimlich in bezug auf den Punkt, der der maximalen Adsorption 
entspricht, ausgesprochen asymmetrisch und, was besonders bemerkens. 
wert ist, dieser Punkt ist gegen den Aquivalenzpunkt nach der Silber. 
seite, d.h. in der Richtung positiver Ladungen der Oberflache, ver. 
schoben, @max. = — 0.10 (man bedenke, daB @ die P.-D. Lésung 'Nieder 
schlag angibt; in drei anderen Versuchen fanden wir unabhangig von 
der Titrationsrichtung: 9,,,. = — 0.09, — 0,11, — 90,09, im Durch. 
schnitt — 0,10, oder 0,16 fiir das Potential der in die Lésung tauchenden 
Silberelektrode gegen eine Normalkalomelelektrode gemessen). Diese 
Verschiebung ist also der im Falle einer adsorbierenden Quecksilber 
oberfliche beobachteten gerade entgegengerichtet. Man kénnte diese 
Tatsache auf zweierlei Weise deuten: entweder fallt der Nullpunkt cer 
Ladungsdichte mit dem Aquivalenzpunkt in Wirklichkeit nicht zu. 
sammen, sondern ist merklich nach der Silberseite verschoben, oder es 
ladet die organische Saure den AgJ-Niederschlag nicht positiv, wie Hg 


sondern negativ auf, was auf eine verschiedene Orientierung des polaren 
Anteils des Molekiils in beiden Fillen hinweisen wiirde. Wir hoffen 
daB weitere Versuche diese Frage aufklaren werden. 


Die Adsorptionskurven. 


Um das Studium des Systems AgJ/organische Saure zu_ver- 
vollstaindigen, nahmen wir noch eine Reihe von Adsorptionskurven be: 
verschiedenen Bedingungen auf. Die folgende Methode erwies sich 
nach zahlreichen Vorversuchen als die brauchbarste, da sie ein schnelles 
Arbeiten erméglicht, so daB die Gefahr der Verinderung der Grobe 
der Niederschlagsoberfliche und der Verfliichtigung der Saure auf ein 
Minimum reduziert wird. 


1. Bestimmung der Kurve der maximalen Adsorption. 


Ein aus 20 cem einer angeséuerten 0,5 n AgNO,-Lésung und 20 cen 
einer ebenfalls angeséiuerten 0,5 n KJ-Lésung hergestellter Ag J-Nieder- 
schlag wurde so lange mit einer mit Caprylséure nahezu gesattigten 0,251 
KNO, + 0,05n HNO,-Lésung ausgewaschen, bis die Tropfenzahl er 
Lésung nach Einstellung des Adsorptionsgleichgewichts sich dem Werte 145 
welcher der Sattigung mit Caprylséure entspricht, geniigend naherte 
Wahrend der Sattigung setzten wir zu unserem System von Zeit zu Zeit 
kleine Mengen AgNO,- oder K J-Lésung so lange hinzu, bis ein Minimum 
der Tropfenzahl erreicht wurde, und nach vollendeter Sattigung ver- 
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gewisserten wir uns noch einmal, daB die Ag’-Ionenkonzentration in der 
Losung den dem Maximum der adsorbierenden Wirkung entsprechenden 
Wert hatte. Jetzt brachten wir das Volumen der Lésung auf 30 ccm, fiigten 
gun System 10cem einer 0,25n KNO, + 0,05n HNO,-Lésung hinzu, 
titrierten wieder bis zum Minimum der Tropfenzahl (meistens ist iibrigens 
die gleich nach dem Verdiinnen beobachtete Tropfenzahl von der dem 
Minimum entsprechenden nicht merklich verschieden) und berechneten 
aus der Tropfenzahl die Menge Caprylséure, die vom Niederschlag bei der 
Verdiinnung frei gemacht wurde. Die fiir diese Berechnung notwendige 
Kurve, die die Tropfenzahl der wechselnde Mengen Caprylsaure enthaltenden 
025nKNO,- + 0,05n HNO,-Lésungen in Abhangigkeit von ihrem 
Caprylsduregehalt angibt, bestimmten wir einmal fiir alle mit gréBter 
Sorgfalt. Die beschriebene Operation wurde so lange fortgesetzt, bis der 
Niederschlag keine meBbaren Mengen Caprylséure mehr abgab; zu diesem 
Zwecke muBte man bis zu einer etwa 75 betragenden Tropfenzahl herunter- 
gehen; aus verdiinnteren Lésungen adsorbiert AgJ praktisch keine Capryl- 
siure. Aus den Mengen Caprylséure, die der Niederschlag bei jeder Ver- 
diinnung abgab, konnte man leicht die von ihm im Gleichgewicht mit ver- 
schieden konzentrierten Lésungen zuriickgehaltenen Mengen berechnen. 


Die mit sechs verschiedenen Niederschligen erhaltenen Kurven 
sind auf der linken Seite der Abb. 5 angefiihrt, wobei die Abszissen die 
Konzentrationen der Caprylsiure, die Ordinaten die adsorbierten 
Mengen in Molen Caprylsiure pro Mol AgJ angeben. Wie man sieht, 
haben die verschiedenen Niederschlige ein recht verschiedenes Ad- 
sorptionsvermégen; die adsorbierende Oberfliche ist also verschieden 


grob, die Form der Adsorptionskurve bleibt aber in allen Fallen im 
wesentlichen dieselbe. Dieses kann man noch deutlicher machen, wenn 
man den MaBstab der Ordinaten so veriindert, daB die einer bestimmten 
Konzentration, etwa 0,0045n, entsprechenden Punkte der Kurven 
zusammenfallen, dann legen sich alle anderen Punkte mit wenigen Aus- 
nahmen auf eine Kurve; es verbleiben nur verhiltnismaBig geringe 
individuelle Abweichungen'). In verdiinnteren Lésungen ist die Ad- 
sorption unmerklich klein, beginnt aber von einer bestimmten Kon- 
zentration an zuerst schnell und dann langsamer zu wachsen; wie der 
eine von uns gezeigt hat®), ist ein solcher Gang der Adsorptionskurve 
im Falle starker, zwischen den adsorbierten Molekiilen wirkender 
Attraktionskrafte zu erwarten und wird auch bei der Adsorption der 
hdheren Fettsiuren an der Trennungsfliche Luft/Lésung beobachtet. 
Der weitere Verlauf der Adsorptionskurven der Abb. 5 ist aber schwerer 
zu deuten, denn bei héheren Konzentrationen zeigen die Kurven einen 
zweiten Inflexionspunkt. Man kénnte zuerst denken, daB es sich um 


1) Das zur Berechnung der Kurven der Abb. 5 benutzte Zahlen- 
material wird in der demnachst erscheinenden russischen Abhandlung 
(Mitteilungen des Karpow -Instituts fiir Chemie Nr. 6), zusammen mit 
der graphischen Darstellung einer solchen Umrechnung, angefiihrt werden. 

*) Frumkin, Zeitschr. f. phys. Chem. 116, 479, 1925. 


15* 
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eine kapillare Kondensation der Caprylsiure in den Poren des Nieder. 
schlags handelt, die bei der Naherung an den Sattigungspunkt einsetzt, 




















wie dieses z. B. bei der Adsorption von Wasserdampf in manchen 
Fallen beobachtet wurde"). In diesem Falle sollte aber die Fr- 


1) Bray und Draper, Proc. Nat. Acad. of Se. 12, 195, 1926. 
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scheinung bei den Niederschlagen mit der gréBeren Oberflache, die 
also feinporiger sind, starker ausgesprochen sein; in Wirklichkeit 
besteht ein solcher Zusammenhang nicht. Vielleicht kénnte man die 
beobachteten Kurven als das Resultat der Superposition zweier Ad- 
sorptionskurven deuten, dem Umstand entsprechend, daB die Ag J-Ober- 
flache Adsorptionszentren zweierlei Art besitzt; jedoch méchten wir 
auf der Richtigkeit dieser Erklirung nicht bestehen. AuBer den Capryl- 
siurekurven haben wir noch einige Adsorptionskurven fiir Heptylsiure 
durchgemessen, die Bestimmung der adsorbierten Mengen nach der 
Tropfenzahl wird aber in diesem Falle schon recht ungenau. Die 
Adsorptionskurven sind auch in diesem Falle vom Typus der Kurven 
der Abb. 5. Im Mittel aus fiinf Versuchen fanden wir die Heptylsiure- 
menge, die aus einer halbgesittigten Lésung adsorbiert wurde, zu 
0,0047 Molen pro Mol AgJ, wihrend sich fiir die Menge, die aus einer 
halbgesattigten Caprylsiurelésung adsorbiert wurde, aus sieben Ver- 
suchen ein Durchschnittswert gleich 0,0054 Molen pro Mol AgJ ergab. 


2. Bestimmung der Adsorption in Gegenwart eines AgNO,- oder KJ-Uber- 
achusses. 


Diese erfolgte genau wie oben angegeben, nur enthielten die 
Lésungen, mit denen der Niederschlag gesittigt und ausgewaschen 
wurde, noch AgNO, bzw. KJ, und zwar in einer n/100 Konzentration; 


das Aufsuchen des Minimums fiel dabei selbstverstandlich weg. Diese 
Bestimmungen schlossen sich denen der maximalen adsorbierten 
Menge an; die Resultate fiinf solcher Versuche sind auf der rechten 
Seite der Abb. 5 aufgezeichnet. In den Versuchen 2, 3 und 4 enthielt 
die Lésung einen Ag NO,-UberschuB, in den Versuchen 5 und 6 einen 
K J-UberschuB. 


Berechnung der Kapazitit der Doppelschicht. 


Wir haben weiterhin versucht, die Kurven der Abb. 5 zu einer 
quantitativen Auswertung der Kapazitét der Doppelschicht der AgJ- 
Oberfliche nach Gleichung (1) auszunutzen. Die Rechnung wurde 
wie folgt ausgefiihrt. Aus unseren Kurven kann man berechnen, in 
welchem Verhiltnis man die Konzentration der aktiven Substanz 
vergréBern mu8 um beim Ubergang von den optimalen Bedingungen 
zu einem AgNO,- oder KJ-UberschuB die adsorbierte Menge konstant 
zu erhalten. Nehmen wir beispielsweise Versuch 5. Eine 0,002 Mol 
betragende adsorbierte Menge wird bei optimalen Adsorptions- 
bedingungen aus einer 0,00180n Caprylsiurelésung adsorbiert, in 
Gegenwart von n/100 KJ aber aus einer 0,00316n. Das Verhiltnis 
0,003 16 : 0,00180, das wir mit k bezeichnen wollen, ist gleich 1,76. 
Wiirden wir die Berechnung fiir 0,0004, 0,001 und 0,004 Mol betragende 
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adsorbierte Mengen durchfiihren, so wiirden sich fiir k folgende Werte 
ergeben: 1,85, 1,71, 2,05 und im Durchschnitt fiir Versuch 5 k = 1,85 
Eine ahnliche Rechnung ergibt fiir die Versuche 2, 3 und 4 k = 2,34. 
2,20, 2,31 und fiir die Versuche 6 und 7 [letzterer ist in Abb. 5 nicht 
angefiihrt ')} & = 2,30 und 2,38, im Durchschnitt fiir alle Ag N0O,-Ver- 
suche k = 2,28, und fiir alle K J-Versuche k = 2,18. Aus Gleichung (1) 
folgt nun 
2 RT 


—C = lg k 
“ 7 0,434 8 (M, 2 Pun) 6 . 


(2) 

und 
; 2RT 

—-C = Ig k. 3 

CT! qa gee ear “ 

wenn man mit g, und @, die zu k, und k, zugehdérigen k-Werte be- 

zeichnet. Die g-Werte in den Gleichungen (2) und (3) beziehen sich 

auf die P.-D. Lésung/AgJ, ihre Differenzen kénnen aber nach dem, 

was wir oben gesagt haben, durch die Differenzen der Potentiale, die 

eine Silberelektrode in den entsprechenden Lésungen annimmt, ersetzt 

werden. Diese Potentiale haben, gegen eine Normalkalomelelektrode 

gemessen, folgende Werte: fiir n/l00 AgNO, 0,40, fiir n/l00 KJ 

— 0,275 und fiir die den optimalen Adsorptionsbedingungen ent- 

sprechende Ag-lonenkonzentration 0,16 Volt; also 9, — Pix. 


R17 
= — 0,24 Volt und 9 — Pax. = 0,435 Volt. Die GréBe 5 kann 


man unter der Annahme berechnen, daB die Molekiile der Fettsaure 
in der Trennungsfliche Lésung/AgJ ebensoviel Platz einnehmen, wie in 
der Trennungsfliche Luft/Lésung. Fiir diesen Fall folgt aus Oberflachen- 


spannungsmessungen 04945 > 30,0 erg/qem bei 18°%). Setzt man 


diese Werte in Gleichung (2) und (3), so bekommt man aus Gleichung (2) 
C —C’ = 37 mF/qem 

und aus Gleichung (3) 
C — OC’ = 11 mF/qem. 

Wir wissen aus dem Gange der Elektrokapillarkurven der héheren 
Alkohole und Fettsiuren, daB die GréBe C’ klein gegen C ist; so be- 
rechnet sich fiir den Fall der Adsorption von tertiirem Amylalkohol 
an der Trennungsfliche Hg/Lésung C’ = 4,4 mF/qcem*). Fiihrt man 


1) In den Versuchen 2, 3, 4 und 7 konnte die Rechnung nur fiir 0,0004, 
0,001 und 0,002 Mole betragende adsorbierte Mengen durchgefiihrt werden. 

*) Siehe z. B. Frumkin, |. c., auch fiir die Adsorption von Capronsaure- 
molekiilen an einer Hg-Oberflache, wie aus den anfangs erwahnten Messungen 
von Frl. Kulwarskaja folgt, gilt der hier angegebene RT /S-Wert. 

%) Frumkin, Zeitschr. f. Phys. 35, 798, 1926. 
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die Berechnung der GréBe C — OC’ fiir den Fall der Adsorption von 
Capronséure an einer Hg-Oberfliche nach der hier beschriebenen 
Methode durch, so bekommt man C — C’ = 26mF/qem, wahrend 
nach Kriiger') der Mittelwert von C fiir Hg in einer normalen K N O,- 
Losung gleich 27 mF /qem ist. Wir kénnen also in erster Annaherung, 
da es sich doch um eine ganz rohe Schitzung handelt, C’ gegen C ver- 
nachlissigen und die angegebenen Werte als ein Ma der Kapazitat 
der Doppelschicht an der AgJ-Oberfliche in 0,25 n K NO, betrachten 
Die berechneten C-Werte kénnen allerdings keine hohen Anspriiche 
auf Genauigkeit erheben insbesondere da die Ableitung der Gleichung (1) 
die Unabhangigkeit der GréBe C von @ voraussetzt, wihrend in unserem 
Falle sich C mit g sterk andert, wie dieses schon aus der V erschiedenheit 
der Resultate der Berechnung nach Gleichung (2) und (3) ersichtlich 
ist. Immerhin muB die GréBenordnung der C-Werte doch richtig sein, 
und es ist bemerkenswert, wie nahe die von uns gefundenen Zahlen dem 
fiir die Kapazitat der Hg-Oberflache in einer normalen K N O,-Lésung 
aus der Elektrokapillarkurve mit groBer Genauigkeit berechneten 
Werte 27 mF/qem kommen. 


Andere Methoden zur Berechnung der Kapazitit der Doppelschicht. 


Fihrt man die potentiometrische Titration einer verdiinnten 
AgNO,-Lésung mit KJ einmal in Gegenwart einer gréBeren Menge 
(etwa 0,01 Mol pro 40 cem Lésung) Ag J aus, ein anderes Mal aber, ohne 
iiberschiissiges AgJ in die Lésung einzufiihren, so beobachtet man 
einen sehr verschiedenen Gang der Kurven der potentiometrischen 
Titration?). 

Der Niederschlag iibt in der Nihe des Aquivalenzpunktes eine 
Pufferwirkung aus, da zu dessen Umladung merkliche Mengen Ag NO, 
baw. KJ verbraucht werden. Diese sind wegen der Schwerléslichkeit 
des Jodsilbers, solange wir uns von dem Aquivalenzpunkt um nicht 
mehr als 0,2 Volt entfernen, viel gréBer als die Mengen, die zur Fallung 
der J’- baw. Ag-lonen der Lésung verbraucht werden. Die Puffer- 
wirkung wird abgeschwicht, wenn der Niederschlag eine kapillar- 
aktive Substanz adsorbiert ; sorgt man durch Zugabe von tiberschiissiger 
organischer Siure dafiir, daB der Niederschlag von ihr umhiillt wird, 
so verschwindet die Pufferwirkung, wie wir feststellen konnten, voll- 
kommen. Aus der GréBe der Pufferwirkung laBt sich die Gesamtladung 


1) Zeitschr. f. Elektrochem. 19, 620, 1913. 

*) Dieses Verfahren ist eine Modifikation des von Fajans und Franken- 
burger, 1. c., verwendeten. Auf den EinfluB des Niederschlags auf den Gang 
der potentiometrischen Titration hat auch Kolthoff (MaBanalyse 1, 158, 1927) 
hingewiesen. 
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des festen AgJ leicht berechnen; wire die GréBe der adsorbierenden 
Oberflache bekannt, so kénnte man mit Leichtigkeit daraus auch dic 
Ladungedichte und die Kapazitét der Doppelschicht finden. Die Ab. 
schaitzung der GréBe der Oberfliche der festen Phase kann nach drei 
Methoden ausgefiihrt werden. 

1. Durch Abziblung der Teilchen unter dem Ultramikrosk«), 
wenn sie sich noch in kolloider Lésung befinden; das ist der Weg, den 
Fajans und Frankenburger eingeschlagen haben. 

2. Durch Bestimmung der maximal adsorbierten Menge eines 
kapillaraktiven Stoffes, welches einen gut ausgeprigten Grenzwert 
der Adsorption zeigt’). 

3. Durch Bestimmung des bei der Adsorption einer gewissen 
Menge einer organischen Substanz bedeckten Bruchteils der Oberfliche 
aus der Verminderung der GréBe der Pufferwirkung. 

Wir hoffen bald iiber die Resultate von Versuchen, die nach 3. 
angestellt sind, berichten zu kénnen, und werden dann auf den Vergleich 
der nach den verschiedenen Methoden berechneten Ladungsdichten 
naiher eingehen. 

Zusammenfassung. 

Es wurde die Abhangigkeit der von einem AgJ-Niederschlag 
adsorbierten Menge Caprylsiure von der durch den Ag-lonengehalt 
der Lésung bestimmten Potentialdifferenz Lésung/Jodsilber untersucht 
und gezeigt, daB das Adsorptionsvermégen des Jodsilbers fiir Capry|- 
sdure bei einer bestimmten Ag*-lonenkonzentration einen Maximumwert 
erreicht. Das dieser Ag’-Ionenkonzentration entsprechende Potential 
einer Silberelektrode, gegen eine Normalkalomelelektrode gemessen, 
ist gleich 0,16 Volt. Eine theoretische Deutung dieser Erscheinungen 
wurde gegeben und aus den bei verschiedenen Bedingungen auf. 
genommenen Adsorptionskurven die Kapazitat der Doppelschicht an 
der Ag J-Oberfliche bestimmt. 


1) Paneth und Radu, Ber. 57, 1221, 1924. 
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Uber die Wirkung von duGeren Reizen 
auf den Brechungsindex des Blutserums. 


Von 


S. Balachowsky und W. Turbaba. 


(Aus dem Biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 21. Januar 1927.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Im Jahre 1925 hat der eine von uns') nachgewiesen, daB sich die 
Senkungsgeschwindigkeit der Erythrocyten nach der Nahrungs- 
aufmahme iiberaus rasch verindert und daB diese Ver&inderungen 
reflektorischer Art sind. 

Vorliegende Arbeit wurde mit der Absicht vorgenommen, zu er- 
mitteln, ob schmerzhafte Reize auf das Blutserum einen Einflu®B aus- 
iiben. Zum Studium der Wirkung schmerzhafter Reize wiihlten wir 
als kennzeichnendes Merkmal den Brechungsindex des Serums, der 
mittels des Eintauchrefraktometers von Pulfrich-Zeiss gemessen wurde. 

Wurde aus ein und derselben Wunde eine Reihe von Blutproben 
entnommen (etwa alle 2 bis 4 Minuten), so ergab sich sowohl am 
Menschen wie am Kaninchen, daB schmerzhafte Traumen (ziemlich 
tiefer Einschnitt in die Fingerbeere, Einschnitt in die Ohrarterie des 
Kaninchens) gewéhnlich von sprunghaften Schwankungen des Brechungs- 
index des Serums begleitet werden. Gewdhnlich sind diese Spriinge 
erheblicher als die unter AusschluB von schmerzhafter Reizung zur 
Beobachtung gelangenden Schwankungen. 

Aus den Kurven | und 2 ist ersichtlich, daB beim Menschen die 
Reaktion auf Schnittwunde in einer Abnahme des Brechungsindex 
bestand, die sehr rasch erfolgte, aber keine besonders hohen Grade 
erreichte (in 2 Minuten Abnahme um 0,00045, nach weiteren 2 Minuten 
keine Schwankungen ahnlicher GréBe). 


1) ..Presse Médicale‘, 13. Mai 1925. 
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Es sei darauf hingewiesen, daB beide Versuchspersonen sich wahreid 
der ganzen Dauer des Versuchs in vélliger Ruhe und Unbeweglichkeit 
befanden. Kurve 3 entspricht einem Versuch, in dem statt der Schnitt. 
wunde zweimal tiefe und dabei schmerzhafte (besonders das zweitemal) 
Einstiche in die Fingerbeere ausgefiihrt wurden. Hier wurde durch 
den schmerzhaften Reiz jedesmal ein Anstieg der Kurve hervorgerufen 
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Die Kaninchenversuche ergaben, daB der Einschnitt in die Ohr- 
arterie bedeutende Schwankungen des Brechungsindex zur Folge 
haben kann. Als Beispiel eines solchen Versuchs mége die Kurve 4 
dienen. Zwischen der dritten und vierten Messung (um die vierte 
Minute) erfolgte eine Abnahme des Brechungsindex um 0,00098. 
zwischen der vierten und fiinften Messung (um die fiinfte Minute) 
Anstieg auf 0,00105. Ein weiterer Schmerzreiz um die 60. Minute 
nach Anfang des Versuchs bewirkte eine relativ anhaltende Senkung 
der Kurve. Die zweite Schnittwunde um die 41. Minute blieb ohne 
sichtbare Wirkung. Unser Versuchsmaterial umfaBt noch einige ahnliche 
Experimente, in denen die Wirkung des ersten Einschnitts und der 
schmerzhaften Reizung ebenso deutlich hervortreten. 





4.34950 


4.94850 + — 
4.34800 














6 
Abb. 2. 


Es wurden weiter mehrere Versuche mit abgeinderter Methodik 
an Hunden ausgefiihrt. Bei diesen Tieren wurde das Riickenmark 
durchschnitten, wodurch die Sensibilitat der hinteren Kérperhalfte 
aufgehoben wurde. In der anisthetischen Kérperhailfte wurde eine 
der Beinarterien bloBgelegt. Aus dieser Arterie wurden serienweise 
Blutproben entnommen und alsdann die schmerzhafte Reizung aus- 
gefiihrt an verschiedenen Stellen der sensibeln Kérperhalfte. Kurven 5 
und 6 beweisen, daB schmerzhafte Reize (Kneifen mit der Zange) 
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den Verlauf der Kurven auf merkliche Weise beeinflussen, indem sie 
Ausschlage des Brechungsindex hervorrufen, die bis zu 0,00081 in 
2 Minuten betragen. Kurve 7 gibt das Beispiel eines Versuchs mit 
negativem Resultat, der aber in jener Hinsicht von Interesse ist, 
daB der Schmerzreiz heftige Bewegungen des Tieres zur Folge hatte, 
was jedoch ohne jeglichen. Einflu8 auf den Verlauf der Kurve blieb. 


4.34850 
4.34800 
434750 


1.34700 


o 
Abb. 3 


Dieser Versuch ist auch deshalb interessant, weil hier der 'Schmerz- 
reiz mit einer spontanen Schwankung des Brechungsindex zusammen- 
traf. Es drangt sich die Frage auf, ob es sich in diesem Falle nicht um 
die bekannte Erscheinung der Reflexhemmung durch duBere oder 
innere Nervenimpulse handelt. 

Auf welche Weise ist der EinfluB der értlichen schmerzhaften 
Reizung und des Traumas auf die Gesamtmasse des Blutes zu deuten ? 
Ohne auf das Studium des Mechanismus dieser Erscheinung naher 
einzugehen, médchten wir darauf hinweisen, daB der heutige Stand 
unserer Kenntnisse die Beeinflussung der Gesamtmasse des Blutes 
durch értliche schmerzhafte Reizung wohl kaum auf andere Weise 
erklaren laBt, als durch die Beteiligung neutraler Reflexbogen. 





Uber die Zusammensetzung des Kammerwassers. 


Von 
T. Ikebata. 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses 
Berlin.) 


( Eingegangen am 23. Januar 1927.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Die friiher von Leber und seiner Schule vertretene Anschauung, 
nach der das Kammerwasser auf dem Wege der Filtration aus dem 
Blute in die Vorderkammer gelangt und durch den Schlemmschen 
Kanal abflieBt, darf heute wohl als nicht mehr zu Recht bestehend 
angesehen werden. 


Vielmehr ist man auf Grund der Untersuchungen von Hamburger, 
Weiss, Magitot und Mestrezat, Lehmann und Meesmann') berechtigt an- 
zunehmen, da8 es molekulare Krafte sind, die fiir einen stéandigen Stoff- 
austausch zwischen Blut und Kammerwasser sorgen. Ware das Kammer- 
wasser ein einfaches Filtrat, so miiBte man in ihm Kristalloide in demselben 
Mengenverhialtnis finden wie im Blute. Fiir das Kochsalz aber ist von 
verschiedenen Autoren iibereinstimmend erwiesen, daB es sich im Kammer. 
wasser stets in gréBerer Menge findet als im Blute. Diese merkwiirdige 
Tatsache wird von Lehmann und Meesmann damit erklart, daB zwischen 
Blut und Kammerwasser ein Donnangleichgewicht besteht. Dieser Gleich- 
gewichtszustand ist nach Freundlich®) dadurch charakterisiert, dali die 
Konzentration jedes einzelnen positiven Ions auf der Kolloidseite (Plasma 
sich zu der des gleichen Ions auf der kolloidfreien Seite (Kammerwasser) 
gerade so verhalt, wie die Konzentration jedes einzelnen negativen Ions 
auf der kolloidfreien Seite (Kammerwasser) zur Konzentration des be- 
treffenden Ions auf der Kolloidseite (Plasma). — Diese GesetzmaBigkeit 
ist. bisher jedoch nur fiir das Kochsalz erwiesen, nicht dagegen auch fiir 
ein anderes Kristalloid, die Milchséure, von der neuerdings Wittgenstein 
und Gaedertz*) festgestellt haben, daB auch sie im Kammerwasser sic) 
in gréBerer Menge findet als im Plasma. Welche Erklérung aber auch 
spater hierfiir gegeben werden mag, fest steht jedenfalls, daB die Mengen 
von Kristalloiden im Kammerwasser abhangig sind von denen im Blute. 


1) G. Lehmann und A. Meesmann, Pfliigers Arch. 205, 210, 1924; 
daselbst auch einschligige Literatur. 

2) H. Freundlich, Kapillarchemie, 8.759. Leipzig 1922. 

3) A. Wittgenstein und A. Gaedertz, diese Zeitschr. 176, 1, 1926. 
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uit daB Verschiebungen im Blute auch im Kammerwasser in entsprechender 
Weise zum Ausdruck kommen. Besonders ist das von Ask'), de Haen 
inl van Creveld*) gezeigt worden an dem Verhalten zwischen Blutzucker 
ind Zucker im Humoraquaeus. Auch fiir die Milchséure haben sich solche 
Beziehungen ergeben (Wittgenstein und Gaedertz). 

Auf Veranlassung von Herrn Prof. Wohlgemuth habe ich nun 
versucht festzustellen, ob auch Verschiebungea von kolloiden Sub- 
stanzen im Blute zu entsprechenden Anderungen im Kammerwasser 
fihren. Dabei war ich mir klar, daB bei dem tragen Stoffaustausch 
im Kammerwasser eine kurze, schnell voriibergehende Konzentrations- 
inderung im Blute keineswegs eine entsprechende Anderung im 
Kammerwasser zu bedingen brauchte, daB also die Versuchsbedingungen 
so gewahlt werden muBten, daB eine méglichst mehrere Tage an- 
haltende Anderung der Blutzusammensetzung gewihrleistet war. 

Von kolloiden Substanzen im Blute kamen in Betracht das Blut- 
eiweiB und die Fermente. 

Fiir die Anreicherung dieser Kolloide im Blute eines Tieres haben 
wir ein bequemes Mittel in der Unterbindung des Pankreasganges. Wenn 
man einem Kaninchen 
den Ductus Wirsun- 
gianus unterbindet und 
so dafiir sorgt, daB das 0,76 900 
ganze Pankreassekret 015 800 
statt in den Darm sich 
in das Blut ergieBt, so 
hat das, wie Wohlge- 
muth*®) festgestellt hat, 
zur Folge, daB das Blut 
iiberschwemmt wird mit 
groBen Mengen von Fi- 
brinogen und diastati- 
schem Ferment, und daB 
der Blutzucker betracht- a ar ae. 
lich ansteigt. Dabei @ Gangunterbingung 
ergeben sich fiir alle Abb. 1. 
drei Bestandteile fast 
parallel verlaufende Kurven. Als erstes beobachtet man einen An- 
stieg des diastatischen Ferments im Blute, der bereits 5 bis 6 Stunden 
nach der Unterbindung einsetzt, nach 24 Stunden ist der Blutzucker 
erhéht und bisweilen auch schon das Fibrinogen. 
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1) F. Ask, diese Zeitschr. 59, 1, 1914. 
2) J. de Haen und S. van Creveld, ebendaselbst 128, 190, 1921. 
3) J. Wohlgemuth, Berlin. klin. Wochenschr. 1917, Nr. 4. 
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Dieser Zustand dauert so lange an, als noch Pankreassekret ins Blut 
iibertritt; sobald aber die Sekretion in der Driise versiegt, sinkt auch 
wieder der Diastase-, der Blutzucker- und der Fibrinogenspiege! 
(Siehe Abb. 1.) 

Es war nun von Interesse zu verfolgen, ob im Kammerwasser 
die Konzentrationsverhiltnisse der Kolloide sich nach der Unter. 
bindung des Pankreasganges in dem gleichen Sinne verschieben wie 
im Blut. 

I. 


Zuniachst priifte ich das Verhalten des diastatischen Ferments. 

DaB im Kammerwasser sich Diastase findet, ist bereits von Leber 
festgestellt worden. Doch war bisher iiber die quantitativen Verhalt. 
nisse nichts bekannt. Ich ermittelte an meinen Tieren den Diastase. 
gehalt des Kammerwassers mit der von Wohlgemuth angegebenen 
Methode und stellte fest, daB er, entsprechend dem geringen Gehalt 
des Kammerwassers an Kolloiden, im Verhaltnis zu den Quantitaten 
im Blute auBerordentlich gering ist. 

Ich ging in meinen Versuchen so vor, daB ich bei drei Kaninchen 
zunaichst mehrere Tage vor der Unterbindung zu verschiedenen Zeiten 
die Diastase im Kammerwasser und im Blute der Tiere bestimmte 
und dann nach Unterbindung fast taglich den Verlauf der Diastase- 
schwankungen verfolgte. Alles weitere ist aus den Protokollen er. 
sichtlich. 





Versuch III 
Diastase im 
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Zunachst geht aus der Tabelle hervor, daB die Diastase im Kammer- 


wasser bei ein und demselben Tiere in der Norm keine groBen Schwan- 
kungen zeigt; dagegen differieren die Werte einzelner Tiere unter- 
einander sehr stark. So enthalt das Kammerwasser von Tier 2 etwa 
vier- bis fiinfmal so viel Diastase wie das von Tier 1 und 3. Verglichen 
mit dem Blute, ist das Kammerwasser sehr arm an Diastase. 
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Wahrend die Unterbindung des Pankreasganges in Versuch | und 2 
inverhalb 24 Stunden zu maximaler Steigerung der Blutdiastase fiihrt, 
im Falle 3 erst innerhalb 48 Stunden, folgt der Anstieg im Kammer- 
wasser nur sehr langsam. Im Versuch 1 macht sich zwar schon am 
zweiten Tage eine Steigerung bemerkbar, sie erreicht aber ihren Héhe- 
punkt erst am vierten Tage, als schon die Blutdiastase wieder fast zur 
Norm zuriickgekehrt ist, und zeigt am sechsten Tage wieder ihren 
Ausgangswert. Im Versuch 2 sehen wir erst am dritten Tage nach der 
Unterbindung ein Ansteigen der Diastase im Kammerwasser, also 
auch zu einer Zeit, wo die Diastase des Blutes sich dem Normalwert 
wieder genahert hat. Nur im Versuch 3 steigt die Diastase im Kammer- 
wasser bereits nach 24 Stunden an, erreicht zusammen mit der Blut- 
diastase am zweiten Tage ihren Héhepunkt und sinkt am dritten Tage 
wieder ab. 

Die Versuche haben somit iibereinstimmend ergeben, daB fiir den 
Fermentgehalt im Kammerwasser maBgebend ist der Fermentgehalt 
im Blute. Steigt er im Blute an, so beobachtet man auch im Kammer- 
wasser eine Zunahme, geht er im Blute zuriick, so folgt auch das 
Kammerwasser mit einer Abnahme. Es liegen also die Verhiltnisse 
fir Kolloide im Kammerwasser ganz ahnlich wie fiir Kristalloide, nur 
mit dem Unterschied, daB der Austausch von Kristalloiden sich aus- 
giebiger und schneller vollzieht als der des Kolloids. 

Ein ganz ihnliches Verhalten wie das Kammerwasser zeigt die 
Cerebrospinalfliissigkeit. Fiir sie haben Wohlgemuth und Szésci') 
gezeigt, daB sie normaliter nur ganz geringe Mengen an Diastase enthalt, 
daB nach Unterbindung des Pankreasganges die Diastase im Liquor 
betrichtlich ansteigt und nach Absinken der Diastase im Blute auch 
aus der Cerebrospinalfliissigkeit bis auf geringe Spuren verschwindet. 


Sodann bemiihte ich mich, etwaige Verschiebungen in der Eiweip- 
zusammensetzung des Kammerwassers unter dem EinfluB der Gang- 
unterbindung festzustellen. Bei den sehr geringen EiweiBmengen im 
Kammerwasser war es natiirlich unméglich, Albumin und Globulin 
voneinander zu trennen und jedes fiir sich gesondert zu bestimmen. 
Hier konnte die Entscheidung nur mit einer Methodik getroffen werden, 
die gestattete, in so kleinen Fliissigkeitsmengen, wie sie aus der vorderen 
Augenkammer des Kaninchens erhiltlich sind, ohne besondere Vor- 


bumin 
zu erkennen. 


behandlung eine Verschiebung des Quotienten - : 
Globulin 


1) J. Wohlgemuth und St. Szécsi, Zeitschr. f. d. ges. Neurologie u. 
Psychiatrie 18, 455, 1912. 
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Eine solche besitzen wir neuerdings in der von Rosenfeld*) in unserem 
Laboratorium ausgearbeiteten Nachtblaureaktion. Sie ist von ihm 
gedacht fiir die Untersuchung der Cerebrospinalfliissigkeit auf das 
Vorkommen pathologisecher Albuminmengen und beruht im Prinzip 
darauf, daB das Nachtblau, ein elektropositiv geladener kolloidaler 
Farbstoff bei einer bestimmten Wasserstoffionenkonzentration mit 
dem negativ geladenen Albumin ausflockt. Rosenfeld ging von der 
Uberlegung aus, daB, da der isoelektrische Punkt des Albumins bei 
pu = 4,7, der des Globulins bei px = 5,4 liegt, bei einer in der Mitte 
zwischen diesen beiden Werten gelegenen Wasserstoffionenkonzentration, 
also bei pu = 5,0, die Albumine negativ, die Globuline elektropositiy 
geladen sein miissen. Da sich nun bekanntlich entgegengesetzt geladene 
Kolloide gegenseitig ausflocken, so war die Méglichkeit gegeben, bei 
dieser H-Konzentration das negative Albumin durch ein eiweil- 
empfindliches, positiv geladenes Sol auszuflocken und so in einem 
geeigneten Medium geléstes Albumin und Globulin zu diffenrenzieren. 
Das gelang in der Tat sehr gut, und Rosenfeld hat am Liquor einwandfrei 
gezeigt, daB es mit Hilfe des Nachtblaus méglicht ist, Verschiebungen 
im Albumingehalt mit Sicherheit festzustellen. 


Das Sol, das man hierzu benétigt, setzt sich zusammen aus eine! 
0,1 proz. wasserigen Lésung von Nachtblau (@riibler) — das Mercksche 
Nachtblau lést sich nicht in Wasser — und einem Puffergemisch, bestehend 
aus 110cem n/10 Essigsiure + 90cem n/10 Natriumacetat + 200 cem 
Aqua dest. (doppelt destilliert). Die H’-Konzentration dieses Puffers 
betragt 4,7. Man verdiinnt nun die Nachtblaulésung auf das Zehnfache 
mit bestem destillierten Wasser und versetzt gleiche Teile dieser Farbstoff- 
verdiinnung mit gleichen Teilen Pufferlésung. Dieses Reagens hat dann 
eine H’-Konzentration von py = 5,0. 


Analog der Vorschrift fiir Liquor wurde so vorgegangen, daf 
zunichst einmal ermittelt wurde, welche kleinste Menge Kammer- 
wasser noch ausreicht, um mit der Farbstofflésung eine Triibung zu 
geben. Wir sahen eine solche noch auftreten bei Anwendung von 
0,2 cem normalen Kammerwassers; 0,1 ccm lieB keine Triibung mehr 
erkennen. Der Versuch wurde stets so ausgefiihrt, daB 0,2 cem Kammer- 
wasser in einem Reagenzglas mit doppelt destilliertem Wasser auf 
1,0 cem aufgefiillt und mit 2,0 cem des frisch hergestellten Farbstoff- 
reagens versetzt wurde. Zur Kontrolle wurde ein anderes Reagenzglas 
von derselben Weite mit 1,0 cem Wasser + 2,0 cem Reagens beschickt 
und nach 5 Minuten langem Stehen beide Glaser miteinander ver- 
glichen. Wenn eine Triibung im ersten Glischen eintrat, so hatte sic 
ihr Maximum spiitestens nach 5 Minuten, meistens noch friiher erreicht 


1) H. Rosenfeld, Klin. Wochenschr. 1927, Nr. 3; diese Zeitschr. 167, 
343, 1926. 
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Nach der Unterbindung priifte ich fast taglich in derselben Weise 
das Kammerwasser und stellte fest, daB in den beiden ersten Tagen, 
bisweilen auch am dritten Tage, noch 0,2 cem Kammerwasser mit dem 
Reagens eine Triibung gaben, am vierten Tage waren schon 0,3 ccm 
erforderlich und am fiinften und sechsten Tage 0.4 ccm; am siebenten 
und achten Tage geniigten dann wieder 0,2 ccm fiir den positiven Ausfall 
der Reaktion. 

Dieser Befund besagt, daB infolge der Unterbindung entweder das 
Albumin im Kammerwasser abgenommen oder das Globulin zugenommen 
Albumin 
Globulin 
Globulins verschoben hat. Nun haben wir eingangs gesehen, daB die 
Unterbindung des Pankreasganges beim Kaninchen eine Uberschwem- 
mung des Blutes mit Fibrinogen zur Folge hat, die etwa 4 bis 5 Tage 
anhalt (s. Kurve Abb.1). Das Fibrinogen ist aber ein Globulin. Die 
Unterbindung des Ductus Wirsungianus fiihrt somit zu einer Globulin- 
vermehrung im Plasma. Die Folge davon ist, daB auch im Kammer- 
wasser der Globulingehalt voriibergehend zunimmt. Beim Absinken des 
Fibrinogens treten dann schlieBlich wieder dieselben Verhaltnisse ein 
wie vor der Unterbindung. 

Es hat sich also gezeigt, daB auch die qualitative Zusammensetzung 
des EiweiBes im Kammerwasser abhingig ist von der qualitativen 
Zusammensetzung des EiweiBes im Blute. 


hat oder, was dasselbe ist, der Quotient sich zugunsten des 


Ill. 

Als weitere Folge der Unterbindung des Pankreasganges beim 
Kaninchen kennen wir den Anstieg des Blutzuckers, der mehrere Tage 
anhalt und meistens nach 4 bis 5 Tagen wieder fast zur Norm zuriick- 
kehrt (s. Kurve 8. 237). Wenn man so vorbehandelte Tiere noch weiter 
beobachtet, so findet man, daB nach 1 oder 2 Wochen der Blutzucker 
wieder zu steigen beginnt und schlieBlich eine Héhe zeigt, wie wenn 
das Tier einen Diabetes hatte, ohne daB dabei Zucker im Harn auf- 
zutreten braucht. Dieser Zustand ist, wie Wohlgemuth') gezeigt hat, 
so zu erklaren, daB bei den Tieren sich im Laufe der Zeit eine aus- 
gesprochene Sympathicotonie entwickelt hat. 

An solchen Tieren habe ich nun auch das Verhalten des Zuckers 
im Kammerwasser studiert. Wie schon eingangs erwaihnt, bestehen 
iiber die Beziehungen zwischen Glucose im Blute und im Kammer- 
wasser bereits eingehende Untersuchungen von Ask und von 


') Wohlgemuth und Mochizuki, Klin. Wochenschr. 1924, Nr. 29, S. 1320; 
diese Zeitschr. 150, 123, 1924; Wohlgemuth und Seo, Klin. Wochenschr. 
1925, Nr. 30; diese Zeitschr. 168, 271, 1925. 


Biochemische Zeitschrift Band 182. 16 





242 T. Ikebata: 


de Haen und van Creveld. Ich beschrinkte mich deshalb dareut su 
die Schwankungen der experimentell hervorgerufenen Blutzucker gel 
verschiebungen im Kammerwasser bei drei Tieren zu verfolgen, und der 
teile das Resultat in folgender Tabelle mit; die Zuckerbestimmungen vie 
wurden nach Hagedorn und Jensen ausgefiihrt; die mitgeteilten Zahlen 

sind Mittelwerte aus gut iibereinstimmenden Doppelanalysen. Tie 





Versuch | Versuch II Versuch IIl sal 
Proz. Glucose im Proz. Glucose im Proz. Glucose im ; 


Blut Kammerwasser Blut Kammerwasser Blut | Kammerwasser 





Vor Gedung” |} 9,101 | 0,127 0,117 0,120 0,113 | 0,119 unt 
Nach der Unter. 

binduny 

. Tag 0,145 0,166 0,091 0,119 0,093 0,115 
— 0,162 0,091 0,118 0,107 0,113 
0,164 0,163 0,199 0,124 0,109 0,122 
0,202 0175 0,087 0129 0114 0123 Fer 
0,169 | 0,169 0,088 0,128 0195 0.131 
0,182 | 0,295 0,149 0,198 0113 0149 
0,126 0,154 0,170 0,225 0,117 | 0,139 Fer 
0113 0,137 0,151 0,224 0,196 0,133 F 
9. 0,117 | 0,127 0,161 0,191 0,100 0,126 = 
10. 0,198 0,135 0.189 0,225 0105 0147 Ver 
—S 0,134 0,139 [0,095] 0,266 0,318 [0,200] 0,213 0,289 0,158} ee 
03) 

In Versuch | tritt unmittelbar nach der Unterbindung eine Blut- star 
zuckersteigerung ein, die erst am achten Tage wieder verschwindet. Spa 
Am 19. Tage sehen wir wieder ein Ansteigen des Blutzuckers; offenbar von 
befindet sich das Tier in diesem Zeitpunkt im Beginn der Sympathi- Tier 
cotonie. Beim zweiten Tiere beginnt die Blutzuckersteigerung erst am Lips 
sechsten Tage, hilt mehrere Tage an, und am 19. Tage ist das Tier mit 
bereits stark sympathicotonisch. Beim dritten Tiere machte die Unter- Kar 
bindung des Ductus Wirsungianus wegen seiner abnormen Lage 
Schwierigkeiten; beim Absuchen des Darms war er gerissen und konnte aa 
nicht mehr mit Sicherheit identifiziert werden. Deshalb bleibt auch me 
die anfingliche Blutzuckersteigerung aus, aber nach 19 Tagen hat his 


sich dennoch eine ausgesprochene Sympathicotonie entwickelt. daB 
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Wir sehen nun in allen Fallen zunichst einmal, daB die Zucker- 0,02 
menge im Kammerwasser immer hoéher ist als im Blute. Das beruht und 
darauf, daB die korpuskuliren Elemente des Blutes, die bei der Be- wur 
stimmung mit gemessen werden, wenig oder fast gar keine Glucose gep 
enthalten. Sodann sehen wir stets ein Ansteigen des Zuckers im Kammer- weis 
wasser, wenn der Blutzucker ansteigt. Doch verlaufen die Zahlen Gan 
keineswegs parallel; denn manchmal betrigt die Differenz 20 Proz.. stell 
bisweilen sogar 40 Proz. und noch mehr. Das ist cimmal begriindet Ferr 
durch die Schwankungen in den Blutkérperchenmengen, dann aber wass 
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weh vielleicht durch Schwankungen in dem Gehalt des Blutes an 
gebundenem Zucker. Darauf méchten wir auch das Zuriickbleiben 
der Zuckerwerte im Kammerwasser hinter dem Blutzucker am dritten, 
vierten und fiinften Tage im Versuch 1 zuriickfiihren. 


Zu unserer Orientierung bestimmten wir noch bei unseren drei 
Tieren den Zuckergehalt der Glaskérperfliissigkeit, die wir uns durch 
Punktieren mit einer dicken Kaniile verschafften. Die Werte finden 
sich in obiger Tabelle am Tage der Entnahme in Klammern [ ] angegeben. 
Es zeigte sich in allen Fallen, daB die Zuckermengen im Glaskérper 
hinter denen im Kammerwasser wesentlich zuriickbleiben, ja weit 
unter den Werten im Gesamtblut liegen. 


IV. 

SchlieBlich interessierte noch das Vorkommen von anderen 
Fermenten neben der Diastase im Kammerwasser. 

Zunachst gelang mir ganz leicht der Nachweis eines fettspaltenden 
Ferments mit Hilfe der Tributyrinmethode. Doch war seine Wirkung 
meist sehr schwach. Allerdings miissen wir zugeben, daB uns fiir diese 
Versuche nur sehr geringe Mengen Kammerwasser zur Verfiigung 
standen. Die Versuche muBten in der Mehrzah! der Fille mit nur 
)3cem, bisweilen noch darunter, ausgefiihrt werden; ganz selten 


standen uns 0,4ccm zur Verfiigung. Das Resultat war meist eine 
Spaltung von nur 25 bis 30 Proz. Tributyrin bei einer Versuchsdauer 
von 2 Stunden. Wir beobachteten aber, daB, wenn wir bei demselben 
Tiere sehr bald ein zweites Mal Kammerwasser entnahmen, dann mehr 
Lipase anzutreffen war als in der ersten Portion. Offenbar hingt des 
mit dem starkeren Ubertritt von Kolloiden aus dem Blute in das 
Kammerwasser zusammen. 


Ich untersuchte dann auch auf peptolytisches Ferment, und zwar 
wf Glycyltryptophan spaltendes. Ein solches findet sich im Blute 
in groBer Menge, auch im Pankreassaft ist es reichlich vorhanden und 
ebenso in verschiedenen Organen. Die Versuche wurden so ausgefiihrt, 
daB das zu untersuchende Kammerwasser versetzt wurde mit etwa 
0,02 g Glyeyl-tryptophan, gelést in 1,0 cem physiologischer NaCl-Lésung, 
und unter Toluol in den Brutschrank gestellt wurde. Nach 24 Stunden 
wurde mit Hilfe der Bromreaktion auf Freiwerden des Tryptophans 
gepriift. Im Kammerwasser des normalen Tieres gelang mir der Nach- 
weis dieses Ferments nicht; dagegen konnte ich in zwei Fillen nach 
Gangunterbindung eine deutlich positive Tryptophanreaktion fest- 
stellen. Offenbar waren mit dem Pankreassaft groBbe Mengen des 
Ferments ins Blut gelangt und ebenso wie die Diastase ins Kammer-. 
wasser tibergetreten. 

16* 
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Endlich bemiihte ich mich, noch ein glykolytisches Ferment im 
Kammerwasser nachzuweisen. Wittgenstein und Gaedertz hatten beob. 
achtet, daB, wenn sie frisch entnommenes Kammerwasser bei Zimmer. 
temperatur stehen lieBen, die Menge der in ihm enthaltenen Milchsiure 
zunahm, und fiihrten dies auf die Gegenwart von Glykolyse zuriick 
Ich wollte nun am Zucker des Kammerwassers die Starke der Glykolyse 
messen, kam aber stets zu negativen Resultaten, selbst wenn ich die 
Versuche tiber 3 Stunden ausdehnte, natiirlich unter Beobachtung 
streng aseptischer Kautelen. Als Beleg mégen zwei Versuche mit- 
geteilt werden. 





Versuch I | Versuch Il 
Proz. Glucose | Proz. Glucose 


Anfangswert ; 0,137 0,298 
Nach 1 Std. bei 38° . . 0,137 0,297 
oe 3S @ eo 0,138 0,297 
a — a 0,139 0,297 


Im ersten Versuch kam ein Kammerwassergemisch von drei 
normalen Tieren, im zweiten Versuch ein solches von drei sympathi- 
cotonischen zur Verwendung. Ich habe somit im Kammerwasser 
des Kaninchens kein glykolytisches Ferment nachweisen kénnen. 


Zusammenfassung. 

1. Der Gehalt des Kammerwassers an diastatischem Ferment ist 
sehr gering. Schwankungen des Diastasegehalts des Blutes spiegeln 
sich auch im Kammerwasser wieder. 

2. Verschiebungen im Verhaltnis von Albumin zu Globulin im 
Blute machen sich auch im Kammerwasser bemerkbar. 


3. Der Zuckerspiegel im Kammerwasser folgt den Schwankungen 
des Blutzuckerspiegels. 

4. AuBer der Diastase findet sich im Kammerwasser des Kaninchens 
eine Lipase und unter besonderen Bedingungen ein peptolytisches 
Ferment. 





Uber symmetrische und asymmetrische 
Spaltung von racemischem Tyrosin durch Hefegirung und 
iiber ihre BeeinfluGbarkeit durch vitaminartig wirkende 
Nihrsubstrate. 


Von 
Felix Ehrlich. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und landwirtschaftliche Technologie der 
Universitaét Breslau.) 


(Eingegangen am 1. Februar 1927.) 


In einer Reihe friiherer Arbeiten') habe ich zeigen kénnen, daB 
girende Hefe die Racemverbindungen natiirlich vorkommender und 
auch anderer a-Aminosiuren derartig vollstandig asymmetrisch zu 
spalten vermag, daB man sich eines auf diesem Prinzip aufgebauten 
Verfahrens mit Vorteil zur priparativen Reindarstellung der einen 
optisch-aktiven Komponente vieler Aminosiuren bedienen kann. Diese 
einfache und bequem zu handhabende biologische Spaltungsmethode?), 
die heute bereits vielfach in der biochemischen Praxis eingefiihrt ist, 
beruht im wesentlichen auf einer sehr schnell verlaufenden partiellen 
Vergirung der racemischen Aminosiuren mit einem Uberschu8 von 
lebender Hefe bei Gegenwart von viel Zucker ohne die Notwendigkeit 
der Anwendung sonstiger Nahrsalze. Es gelang auf diese Weise ver- 
haltnismaBig leicht, aus den Racemverbindungen die optischen Anti- 
poden der im Eiwei8 vorkommenden Aminosiéuren rein zu gewinnen, 
und zwar wurden diese bisher erhalten von Alanin, Serin, Valin, Leucin, 
lsoleucin, Glutaminsiure, Phenylalanin und Histidin. Auch andere 
racemische Aminosauren, wie das Isovalin und das Phenylglykokoll, und 
ein racemisches Dipeptid, das Alanyl-Glycin, konnten durch Hefe- 
garung optisch aktiviert werden. Bei allen diesen Versuchen zeigte 
es sich, daB zunadchst immer das natiirlich auftretende Stereoisomere 
der racemischen Aminosiuren vorwiegend von der Hefe vergoren 


1) F. Ehrlich, diese Zeitschr. 1, 8, 1906; 8, 438, 1908; 68, 379. 1914. 
2) Derselbe, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethoden. 
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wurde, daB sich aber der Angriff der Hefe stets auch auf den optischey 
Antipoden der betreffenden Aminosaure erstreckte. Doch war bei de: 
Vergarung der beiden stereomeren Komponenten der genannten racemi 
schen Aminosiuren der Unterschied in der Angriffsgeschwindigkeit dey 
Hefe in allen Fallen so groB, daB die in der Natur nicht vorkommenc 
Komponente zumeist zu 60 bis 70 Proz. der theoretisch méglicher 
Ausbeute in optischer Reinheit aus den vergorenen Lésungen gewonnen 
wurde. 

Es war nun sehr bemerkenswert, daB im Gegensatz zu den er. 
wihnten Aminosaiuren die Racemverbindungen von Asparaginsdur: 
T yrosin und Prolin durch Hefegarung stets nur symmetrisch angegriffer 
wurden. Selbst bei schonendster Verarbeitung der vergorenen Lésungen 
die jede Wiederracemisierung ausschloB, lieben sich bei Vergirung 
dieser drei racemischen Aminosiuren immer nur inaktive Produkte 
zuriickgewinnen oder bei Anwendung eines Uberschusses von Hef 
und Zucker verschwanden beide optisch-aktiven Komponenten von 
racemischem Tyrosin und Asparaginsiure sogar vollkommen aus dem 
Gargut, was bis dahin noch bei keiner Aminosiure beobachtet war 
Diese Unterschiede im Verhalten der einzelnen Racemverbindungen 
gegen Hefe muBten um so auffalliger erscheinen, als doch gerade div 
der Asparaginséure und dem Tyrosin chemisch nahe verwandten Amino- 
siuren Glutaminsdure und Phenylalanin durch Hefegirung sehr leicht 
und in guter Ausbeute asymmetrisch gespalten werden. 

Bis dahin waren nur sehr wenige Fille von symmetrisch ver 
laufenden biochemischen Prozessen beim Abbau derselben drei racemi- 
schen Aminosiuren bekannt. So greift die Tyrosinase') die beiden 
Stereoisomeren des Tyrosins gleichmaBig schnell an, und das bei der 
Fleischfaulnis wirkende Bakteriengemisch vermag racemische Asparagin. 
siure, doch ebensogut auch racemische Glutaminsiure nur in sym 
metrischem Sinne zu zersetzen?). Aber eine derartig weitgehend 
Differenzierung vereinzelter Racemverbindungen natiirlich vorkommen. 
der Aminosauren bei der Assimilation durch ein und denselben Organis 
mus wie im vorliegenden Falle war bisher nicht beobachtet worden 

Eine Erklarung fiir diese eigentiimlich abgestufte Wirkungsweis 
der Hefe schien zunichst in der Richtung zu liegen, dab die Hefe au 
dem Grunde keinen Unterschied bei der Verarbeitung der beiden 
Stereoisomeren der Asparaginsiure, des Tyrosins und des Prolins 
macht, weil es sich sowohl bei der d- wie bei der |-Komponente dieser 
Aminoséuren um ein dem Organismus natiirlich angepaBtes Substrat 
handelt. Wenigstens lieBen manche Literaturangaben darauf schlielien 


1) G. Bertrand und Rosenblatt, C. r. 146, 304, 1908. 
2) C. Neubera, diese Zeitschr. 18, 431, 1909. 
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daB gerade die genannten drei Aminosduren im Gegensatz zu vielen 
anderen in pflanzlichen und tierischen Stoffen sich in beiden optischen 
Modifikationen vorfinden, wodurch auch die Fiahigkeit des Hefe- 
organismus beide Raumformen vollwertig als natiirliche Stickstoff- 
nahrung auszunutzen erklarlich erschien. Hiermit im Widerspruch 
stand allerdings schon die friihere Beobachtung von J. Wohlgemuth'), 
der bei Verfiitterung von dl-Tyrosin und dl-Asparaginsiiure an 
Kaninchen aus dem Harn d-Tyrosin und d-Asparaginsiure isolieren 
konnte. Noch schwieriger aber wird eine Erklirung der differenten 
Wirkungsweise der Hefe, nachdem spiter M. Tsudji*) gezeigt hat, 
daB im Gegensatz zur symmetrischen Spaltung bei der Hefegirung 
die Spaltung von dl-Tyrosin durch die Bakterien Proteus vulgaris 
und Subtilis asymmetrisch erfolgt und daB man hierbei optisch reines 
d-Tyrosin gewinnen kann. 


In den letzten Jahren habe ich dann mit mehreren Mitarbeitern 
meine Untersuchungen von neuem aufgenommen und in verschiedenster 
Richtung fortgesetzt. Dabei ergab sich das sehr merkwiirdige Resultat, 
dab auch Hefe zu einer asymmetrischen S paltung von racemischem T yrosin 
befahigt ist und d-Tyrosin in optischer Reinheit und guter Ausbeute 
liefert, wenn den gdrenden Lésungen nur geringe Mengen pflanzlicher 
Néhrsubstrate zugesetzt werden. 


Diese Beobachtungen wurden gelegentlich einiger Kulturversuche 
gemacht, bei denen verschiedene Heferassen auf Lésungen von 
dl-T yrosin geziichtet wurden. Wie ich schon vor laingerer Zeit gezeigt 
habe*), wachsen auf Lésungen von Zucker und natiirlichem /-T yrosin, 
die nebenbei nur anorganische Nahrsalze (Dikaliumphosphat, Magnesium. 
sulfat, Spuren von Chlornatrium und Eisensalzen) enthalten, ein- 
geimpfte Hefezellen recht giinstig, wobei mehr oder minder lebhafte 
Gairung und starke Zellvermehrung auftritt und aus den vergorenen 
Lisungen nach beendetem Wachstum der Hefe stets als normales 
EiweiBstoffwechselprodukt, aus dem Tyrosin herstammend, T'yrosol 
(p-Oxyphenylathylalkohol) zu isolieren ist. Ersetzt man in diesen 
Versuchen unter sonst gleichen Bedingungen und Konzentrations- 
verhaltnissen das 1-Tyrosin durch das dl-Tyrosin, so kommt man 
auch hier zu analogen Resultaten, indem eine geringe Zellaussaat meist 
zur Bildung nicht unbetriachtiicher Hefetrockensubstanz und zur 
Entstehung von Tyrosol fiihrt in Mengen, die denen des aus dem Gargut 
verschwundenen Tyrosins ungefihr entsprechen. Untersucht man nun 
aber das aus den vergorenen Lésungen zuriickgewonnene, von der 


') Ber. 38, 2064, 1905. 
2) M. Tsudji, Act. Schol. Med. 1, 439, 1917. 
8) F. Ehrlich, Ber. 44, 139, 1911. 
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Hefe unverbrauchte Tyrosin, so erweist es sich stets als optisch-inakt:, 
gleichgiltig, welche Heferasse in Anwendung gekommen ist, 0} 
Brennerei-, Bier- oder Weinhefe. Also auch bei diesen von wenigen 
Hefezellen ausgehenden Kulturversuchen findet stets eine symmetrisc he 
Spaltung des dl-Tyrosins statt, genau so wie bei der Vergarung mit 
einem groBen Uberschu8 von Zucker und fertiggebildeter Hefe. Zu 
denselben Resultaten gelangt man, wenn die Wasserstoffionenkonzen. 
tration der Nahrlésungen durch verschiedene Phosphatzusatze geandert 
wird. Innerhalb des Bereichs von py = 7,6 bis 5,0, wobei noch ein 
giinstiges Wachstum der Hefe zu erzielen ist, traten wohl geringe 
Schwankungen in der Ausbeute an Hefetrockensubstanz und Tyroso] 
ein, das unverbrauchte Tyrosin war indes in allen Fallen stets optisch- 
inaktiv. 

Ein vollig anderes Bild ergaben nun aber die Versuche, wenn 
den Hefezellen, die in dl-Tyrosinlésungen haufig nur langsam und 
scheinbar unterernihrt heranwuchsen, zur Férderung des Wachstums 
noch andere natiirliche Ndahrsubstrate aus Pflanzenextrakten dargeboten 
wurden. Schon sehr geringe Zusitze von Ausziigen aus Malz oder aus 
Malzkeimen oder von Hejfeautolysat zu den Lésungen, die sonst nur 
di-Tyrosin, Zucker und anorganische Nahrsalze enthielten, bewirkten 
eine viel schneller einsetzende und bedeutend intensiver verlaufende 
Vermehrung und Girung der eingeimpften Hefezellen. Die Nahr- 
lésungen triibten sich gewéhnlich sehr bald und gaben auch in viel 
kiirzerer Zeit nach lebhafter Gasentwicklung, schon auBerlich erkennbar 
einen wesentlich stirkeren Bodensatz von Hefe als in den Versuchen 
ohne die genannten Zusitze. Die gewéhnlich nach etwa 3 bis 4 Wochen 
abgebrochenen Versuche lieBen mikroskopisch meist reichliche Ver- 
bande reiner, gut genaihrter Hefezellen erkennen, wahrend in den 
Parallelversuchen ohne Zusatz vielfach stark granulierte und kiimmerlich 
gewachsene Zellen zu beobachten waren, die auf eine Art Hunger- 
zustand der Hefe schlieBen lieBen. Diesen auBeren Befunden ent- 
sprechend zeigte sich auch bei Aufarbeitung der vergorenen Lésungen. 
daB in den Versuchen, bei denen die genannten Nahrwiirzen hinzu- 
gefiigt waren, sehr viel mehr Zucker und Tyrosin von der Hefe umgesetz 
und in annahernd gleichem Grade betrdchtlich mehr T yrosol und gan: 
bedeutend mehr Hefetrockensubstanz selbst entstanden war, deren Menge 
auf das Vielfache, hiufig sogar auf mehr als das Fiinf- bis Zehnfache 
anstieg gegeniiber den Versuchen ohne solche Zusatze. Von grébtem 
Interesse war es nun aber, daB das unverbrauchte, aus den Lésungen 
nach der Hefeziichtung in viel geringeren Mengen zu isolierende T yrosin 
bei diesen Ernahrungsversuchen fast stets optisch aktiv war und deutlich 
rechis drehte, und daB in vielen Fallen auf diese Weise d-Tyrosin in 
oplischer Reinheit gewonnen werden konnte. Es ist besonders be- 
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achtenswert, daB, um diesen eigenartigen Effekt hervorzurufen, schon 
juberst geringe Zusatze der betreffenden Nahrextrakte geniigen im 
Vergleich zu den Mengenverhaltnissen der tibrigen Komponenten der 
wmngewandten Nahrlésungen. Am giinstigsten erwies sich bisher die 
Wirkung von Hefeautolysat und Malzkeimauszug, von denen bereits 
Trockensubstanzmengen von nur 2 bis 5 Proz. des Gewichts des vorgelegten 
il-Tyrosins ausreichend sind, um die Hefe zur asymmetrischen Spaltung 
dieser Aminosiiure zu veranlassen. Fiir die Aufzucht kamen bei diesen 
Versuchen hauptsachlich zur Anwendung die obergarige Prebhefe 
Rasse XII, daneben eine Hefe aus einer Melassebrennerei, sowie eine 
obergarige Brauereihefe. Doch scheinen auch andere Heferassen unter 
den gleichen Bedingungen eine ahnliche optisch-aktivierende Wirkung 
auf dl-Tyrosin zu besitzen. Dagegen versagten manche Heferassen, 
wie Rasse 11, vollkommen, indem sie nur inaktives Tyrosin zuriick- 
lieferten, und auch die frisch bezogene, meist am besten wirkende 
Rasse X11, schien in einigen Fallen bei wiederholter Umziichtung im 
Laboratorium aus noch nicht aufgeklarten Griinden ihre Fahigkeit, 
racemisches Tyrosin asymmetrisch zu spalten, allmahlich zu verlieren. 

Es erhob sich nun die Frage, ob man nicht, ahnlich wie in den hier 
erwahnten Versuchen, das friiher von mir beschriebene Verfahren zur 
asymmetrischen Spaltung von racemischen Aminosauren durch Ver- 
girung mit einem Uberschu8 von Zucker und Hefe auch fiir dl-Tyrosin 
wnmwendbar machen kann, indem man gleichartige Zusitze von Nahr- 
wirzen dem Gargut zufiigt. Tatsachlich ist dies der Fall, wie Unter- 
suchungen mit zwei Prebhefen des Handels von verschiedener Herkunft 
zeigten. Die Vergdrung von dl-Tyrosin mit viel Zucker und Hefe unter 
Zugabe von geringen Mengen Hefeautolysat vollzog sich glatt in 2 Tagen 
und lieferte bei der Verarbeitung der vergorenen Lésungen auch hier 
annihernd optisch reines d-Tyrosin in Ausbeuten bis zu 60 Proz. der 
Theorie, wahrend aus einer ebenso zusammengesetzten Lésung ohne 
Hefeautolysat, die mit derselben Hefe vergoren war, sich nur optisch- 
inaktives Tyrosin zuriickgewinnen lieB. Als biologische Darstellungs- 
methode wird also kiinftig auch fiir das d-Tyrosin das schnell ver- 
laufende Hefegirverfahren zu bevorzugen sein, da sich die mit dem 
Bacilius proteus erst in 40 Tagen zu erzielende Spaltung des racemischen 
Tyrosins wesentlich schwieriger und umstandlicher gestaltet'). 

Eine nahere Erklarung fiir die hier beobachtete eigentiimlich 
differenzierte Wirkangsweise der Hefe zu geben, ist zunichst schwierig. 
Offenbar handelt es sich dabei um Vorgiange, die im engsten Zusammen- 
hang mit dem Wachstum, dem Aufbau der Leibessubstanz und mit 
dem EiweiBstoffwechsel der Hefe stehen. Scheinbar sind in den Malz- 


1) M. Tsudji, a. a. O. 
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und Hefeextrakten gewisse lebenswichtige, den Vitaminen dhnliche Stojj. 
vorhanden, die fiir den normalen Stoffwechsel der Hefe wnentbehrlic) 
sind und bei deren Gegenwart, selbst wenn sie nur in geringsten Menge» 
vorhanden, die Assimilation des Tyrosins durch die Hefe und seiy 
Umsatz sich wesentlich giinstiger vollziehen, so daB unter diesen, dey 
natiirlichen besser angepaBten Bedingungen die Auswahl der beiden 
Komponenten des racemischen Tyrosins durch die Hefe vorwiegend 
spezifisch erfolgt und das hauptsichlich in der Natur vorkommende 
|-Tyrosin in erster Linie angegriffen wird. DaB schon minimale Dosey 
von Hefe- und Malzauszug, deren geringer Nahrstoffgehalt an sich di 
Mehrproduktion an Hefe in den Versuchen unméglich hervorgerufe 
haben kann, die asymmetrische Spaltung von verhdltnisma Big 8o grope» 
Mengen dl-Tyrosin in so typischer Weise beeinflussen, macht es sehr 
wahrscheinlich, daB hier vitaminartige Substanzen oder Ergdnzungs 
niihrstoffe im Spiele sind. Dafiir scheint auch zu sprechen, dab div 
alkoholléslichen Anteile der wirksamen Malzausziige und Hefeautol ysat 
in kleinsten Quantitdten den Nahrlésungen zugesetzt, die Hefe ebenso 
zur Bildung von d-T yrosin veranlassen, wahrend die mit Alkohol aus 
den Malz- und Hefeextrakten ausgefillten Stoffe nur wenig optisch 
aktivierend wirken. 


Wie ich friiher') zeigen konnte, spaltet girende und wachsend 
Hefe die Aminosiuren des Naihrbodens in einen stickstofffreien Komplex 


(Fuselél, Bernsteinsiure, Tyrosol usw.) und in Kohlendioxyd und 
Ammoniak zufolge der allgemeinen Gleichung: 


R.CH(NH,).CO,H + H,O = R.CH,OH + CO, + NH, 


Von dem groBen Molekiil der Aminosauren wird fiir den eigent 
lichen EiweiBaufbau ihrer Leibessubstanz von der Hefe nur das 
Ammoniak verwertet, alle iibrigen abfallenden Spaltkérper werden 
als unbrauchbar fiir den Stoffwechsel von den Zellen nach auBen in 
die Nahrlésung wieder ausgeschieden. Aus dem abgespaltenen Ammoniak 
dem Zucker und den Salzen der Nahrlésung bildet sich die Hefe ihr 
PlasmaeiweiB. Demnach vollzieht sich also auch in einem Nahrmedium 
das nur dl-Tyrosin, Zucker und die iiblichen anorganischen Nahrsalze 
enthalt, die EiweiBassimilation der Hefe nicht anders als wenn den 
Hefezellen nur Zucker und Ammoniak neben Mineralsalzen dargebotei 
werden. Nun wissen wir aus den Untersuchungen von Pasteur und 
Duclaux, daB anorganischer Stickstoff in Form von Ammoniak zur 
Ernahrung und Bildung der Hefe ausreichend ist. Aber bei Aussaat 
von nur wenigen Zellen auf solchen anorganischen Nahrsalzlésungen 
wachsen die Kulturhefea doch nur recht schwierig heran und ent- 


1) F. Ehrlich, Ber. 40, 1027, 1907; diese Zeitschr. 36, 477, 1911. 
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wiekeln sich wenig giinstig, da ihnen offenbar noch gewisse lebens- 
wichtige Stoffe fiir die Ernahrung fehlen, die in den natiirlichen 
Substraten, besonders in den Nihrwiirzen der Brennereien und Braue- 
reien, reichlich vorhanden sind. Die von mir an verschiedenen Hefe- 
rassen gemachten Beobachtungen tiber ihre Ernihrung mit dl-Tyrosin, 
Zucker und Mineralsalzen ohne und mit Zusatz von pflanzlichen Nahr- 
extrakten erinnern in ihrer Auswirkung und in ihren Resuitaten in 
vieler Hinsicht an die bekannten Biosversuche von Wildiers!). Er 
zeigte, daB, wenn eine zuckerhaltige Nahrlésung den Stickstoff aus- 
schlieBlich in Form von Ammoniak enthielt, weder Garungserscheinungen 
noch Wachstum der Kulturhefen eintraten, falls nur eine geringe 
Anzahl von Hefezellen eingeimpft wurde. Erst nach Zusatz von Hefe- 
extrakt, Pepton oder Wiirze wurde eine Vermehrung der Hefe erzielt, 
woraus Wildiers schloB, daB zum Wachstum der Hefe anorganischer 
Stickstoff nicht ausreicht, sondern daB noch eine organische, alkohol- 
lésliche Substanz unbekannter Art, von ihm Bios genannt, notwendig 
sei. Diese Substanz sei zwar in der Hefe enthalten, kénne aber von 
der Hefe nicht in solcher Menge neugebildet werden, da®B sie zur Ver- 
mehrung geniigt. Wenn auch die Untersuchungen und die Resultate 
von Wildiers vielfach angezweifelt worden sind, so enthalten sie doch, 
auf den heutigen Stand der Ernahrungslehre bezogen, in ihrem Kern 
insofern etwas Richtiges, als auch die Hefe, ebenso wie die héheren 
Organismen, fiir eine normale Ernahrung und Fortpflanzung gewisse 
vitaminartige Stoffe, wie sie sich eben nur in natiirlichen Substraten 
finden, in ihrer Nahrung nicht entbehren kann. Hierfiir sind die 
folgenden Wachstumsversuche mit Kulturhefen ein neuer Beleg. 
Offenbar befinden sich Hefezellen, die nur auf Lésungen von Tyrosin, 
Zucker und Mineralsalzen gesetzt sina, wenn sie auch darauf langsam 
wachsen, in einer Art Hungerzustand vergleichbar dem, wie er eintritt, 
wenn héhere Organismen eine vitaminfreie oder -arme Nahrung, nur 
bestehend aus EiweiB, Fetten, Kohlehydraten und Salzen, erhalten. 
Es erscheint wohl méglich, daB solche hungernden Hefezellen auf 
dl-Tyrosin wahllos beide optischen Stereoisomeren der racemischen 
Aminosiaure assimilieren und verarbeiten, so daB nur optisch-inaktives 
Tyrosin aus der vergorenen Lésung zuriickgewonnen werden kann 
oder dieses ganz verschwindet. Dagegen wird durch Zugabe der Nahr- 
wiirzen zu den dl-Tyrosin-, Zucker-, Salzlésungen durch die zu- 
gefihrten Vitamine ein den natiirlichen Bedingungen angepabtes 
Milieu geschaffen, das zu einem normalen, iippigen Wachstum der 


1) Wildiere, La Cellule 18, 313, 1901; A. Kossowicz, Zeitschr. f. landw. 
Vers. Wes. Ost. 6, 106, 731, 1903; H. Pringsheim, Centralbl. f. Bakteriol. 
Il. 16, 111, 1906;-vgl. auch H. Euler und P. Lindner, Chemie der Hefe, 
S. 228 bis 230. Leipzig 1915. 
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Hefe fiihrt und diese befahigt, in spezifischer Weise selektiv das natiirlic) 
vorkommende 1|-Tyrosin bei der Assimilation zu bevorzugen und den 
optischen Antipoden zum gréBten Teil unangegriffen zu lassen. bin 
der Aussaat von wenigen Hefezellen ahnlicher, anormaler Zustand 
tritt scheinbar ein, wenn man Lésungen von dl-Tyrosin und Zucker 
mit einem Uberschu8 von PreShefe vergirt. In diesem Falle handelt 
es sich um stickstoffarme, nach dem Liiftungsverfahren herangeziichtete 
Hefezellen, die sich auch in einem gewissen Hungerstadium befinden 
Durch die Versuchsanordnung sind diese Hefezellen gezwungen, aus 
dem Stickstoff des Tyrosins und dem Zucker EiweiB zu bilden, wobei 
ihnen aber die zu einer normalen Entwicklung nétigen Salze und Vitamine 
fehlen, die sie sich in der kurzen Zeit der Garung nicht aus ihrer eigenen 
Leibessubstanz beschaffen kénnen. Daher auch hier gewissermaben 
ein anormaler Hungerstoffwechsel, der zum gleichmaBigen, wahllosen 
Abbau beider Raumformen des racemischen Tyrosins fiihrt. Wird 
dagegen von vornherein zu den Lésungen von dl-Tyrosin und Zucker 
ein Extrakt von autolysierten Hetfezellen zugesetzt, der, aus viel Hefe 
bereitet, alle lebenswichtigen Erganzungsnahrstoffe reichlich enthilt 
so vollzieht sich wieder eine der natiirlichen adaquate Plasmabildung 
was zur Folge hat, daB die Hefezellen vorzugsweise die natiirlich vor- 
kommende Komponente des dl-Tyrosins assimilieren und viel d-Tyrosin 
bei Beendigung der Garung zuriicklassen. 


Was die Natur der hier vermuteten vitaminartigen Stoffe anlangt. 
welche die N-Assimilation der Hefe richtend beeinflussen, so l4Bt sich 
hieriiber nur wenig aussagen. Sie scheinen alkoholléslich zu sein und 
relativ hitzebestaindig, da die benutzten Malz- und Hefeextrakte zur 
Sterilisierung gew6hnlich mehrmals zuvor im Dampftopf erhitzt waren 


NaturgeméB umfaBt der Erklirungsversuch der hier beobachteten 
Erscheinungen nicht alle Seiten des Problems und ist noch in mebr. 
facher Hinsicht unvollkommen!). Es bleibt zunachst ganz unverstandlich 
warum die Hefe die Racemverbindungen der iibrigen Aminosaéuren 
die oben aufgezahit sind, direkt ohne Zusatz von Nahrwiirzen asym- 
metrisch spaltet und warum nur Tyrosin, Asparaginsiure und Prolin 
davon eine Ausnahme bilden. Uber das Verhalten der Racemformen 
der letzteren beiden Aminosiuren und iiber die Spaltung durch ve! 
schiedene andere Heferassen wird spiter berichtet werden. 


Kultur- und Giarversuche in der hier gegebenen Anordnung 
werden jedenfalls noch iiber manche andere wichtige, Wachstum, 


1) Hier waren unter anderem besonders auch die bedeutsamen Arbeiten 
iiher die Biochemie des Asymmetrieproblems von C. Neuberg, diese Zeitschr. 51. 
506, 1913, von P. Mayer, diese Zeitschr. 174, 420, 1926, sowie C. Newberg 
und E. Simon, diese Zeitschrift 179, 443, 1926, zu beriicksichtigen. 
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EiweiBstoffwechsel und Vitamingehalt der Hefe und anderer Orga- 
nismen betreffende Fragen AufschluB gewihren kénnen. 


Nachfolgend seien die Resultate einiger charakteristischer Versuche 
der Vergarung von dl-Tyrosin mittels Hefe ohne und mit Zusatz von 
Nahrwiirzen mitgeteilt. 


Experimenteller Teil. 


Nach Versuchen von Adolf Hackbarth') und Ida Bender. 


Versuchsreihe 1. 
Aufzucht der obergarigen Heferasse XII in Lésungen von 
dl-Tyrosin bei verschiedener H-lonenkonzentration. 


In drei Glaskolben von je 2 Liter Inhalt wurde einzeln eine Nahrlésung 
eingefiillt, in jedem Falle bestehend aus J] g dl-Tyrosin, 25g Rohrzucker 
Raffinade), 0,1 g MgSO, + 7H,O, Spuren NaCl und FeCl, in 1 Liter 
destillierten Wassers. Es wurden ferner wechselnde Mengen Phosphate 
aufgelést, und zwar bei 


Versuch 1 ...1 g K,HPO, 
05g K,HPO, + 0,5¢ KH,PO, 
a -e-cl gar @ 


Nach Verschlu8B der Kolben mit Wattebaéuschen wurden die ein- 
zelnen Fliissigkeiten je eine Viertelstunde auf dem Baboblech aufgekocht. 
Nach dem Abkiihlen untersuchte man die Lésungen auf pq und erhitzte 
sie dann nochmals zur Sterilisierung. Nunmehr erfolgte die Beimpfung 
der Nahrlésungen mit je einer Platinése einer frischen, auf Bierwiirzagar 
iippig gewachsenen Kultur von Heferasse XII. Es wurde darauf besonders 
geachtet, daB der Abstrich jedesmal méglichst gleichmaBig von einer dicken 
Schicht Hefezellen geschah, ohne daB Teile des Nahrmediums mitgerissen 
wurden. Die beimpften Nahrlésungen wurden bei 25°C aufbewahrt und 
nach einigen Tagen taglich einmal gleichmaéBig geschiittelt. Nach vier- 
wéchigem Wachstum wurde die in jedem Versuch entstandene Hefe, die 
sich mikroskopisch als rein erwies, auf ein gewogenes dichtes Filter ab- 
filtriert, mit Wasser gut gewaschen und nach dem Trocknen bei 110° zur 
Wagung gebracht. Das urspriingliche Filtrat der Hefe wurde auf seine 
Aciditaét durch Titration mit n/10 NaOH gegen Phenolphthalein, ferner 
auf seine Reduktion gegen Fehlingsche Lésung und auf seine Polarisation 
im 2-dm-Rohr untersucht. Aus dem Filtrat und den gesammelten Wasch- 
wassern erhielt man durch Eindampfen zu einem kleinen Volumen in jedem 
Falle das gesamte unverbrauchte Tyrosin zunachst in roher, noch gefarbter 
Form zuriick. Es wurde scharf abgesaugt, mit kaltem Wasser, Alkohol 
und Ather wiederholt gewaschen und bei 110° getrocknet. Nach dem Um- 
lésen aus heiBem Wasser unter Zusatz von Tierkohle und Kieselgur gewann 
man daraus reine Priparate, die in 4proz. Lésung in 2] proz. Salzsiure 
auf ihre optische Drehung untersucht wurden. Die wiisserigen und alko- 
holischen Filtrate wurden zusammen auf ein kleines Volumen verdampft, 


1) Inaugural-Dissertation Breslau 1923. 
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mit Natriumbicarbonat schwach alkalisch gemacht und im Extraktio: 
apparat erschépfend mit Ather ausgezogen. Der atherische Extrakt wun; 


verdampft und die Menge des nach dem Reiben bald auskristallisiert:., 


Tyrosols bestimmt. Die angegebenen Zahlen beziehen sich auf die Ro! 
ausbeute. 

Die erhaltenen Resultate der Untersuchungen sind nachsteher 
tabellarisch geordnet. 





Vergorene Lésung 
Hefe- EE CY emeemadeemetam wane 
trockens —10.ccm Filtrat Polari- 
substanz verbr. ccM ~~ Reduktion sation 
Auspeute n/10NaOH  ( pepting) 0Secch. roh reir 
zur Neutrali- . re 


8 sation g g le], 


Unverbrauchtes 
Tyrosin 
Tyrosol 


0,119 — 23 0,23 0,70 (ye 
0,105 j 2.4 0.14 0,66 0 
0,078 2: +. 3.6 0.15 0.74 iD 


Die einzelnen Versuche zeigen in ihren Ergebnissen untereinande: 
keine groBen Unterschiede. Hinsichtlich des Zuckerverbrauchs, der Hetfe 
und Tyrosolausbeute stellt sich der Versuch 1 mit Dikaliumphosphat 
am giinstigsten, wahrend in Versuch 3 mit Monokaliumphosphat deutlic! 
weniger Zucker verbraucht und weniger Hefe entstanden ist. In allen 
drei Versuchen erweist sich das wiedergewonnene Tyrosin als optisch inakti) 


Versuchsreihe 11. 


Kulturversuche mit Rasse XITindl-Tyrosinlésung bei Gegenwart 
von Malzauszug. 


Es wurden drei Nahrlésungen folgender Zusammensetzung bereitet 

Lésung Nr. 1 enthielt auf 1 Liter Wasser 1q dl-Tyrosin, 25g Rohr- 
zucker, 1g K,HPO, 0,1lg MgSO, + 7H,O, Spuren NaCl und Fe’! 
sowie Iccem eines Malzauszugs. 

Lésung Nr. 2 enthielt dieselben Substanzen wie Nr. 1, aber 4 ccm 
desselben Malzauszugs. 

Lésung Nr. 3 war ebenso zusammengesetzt wie Nr. 2, aber unter Weg- 
lassung des Tyrosins. 

Der benutzte Malzauszug war aus Pilsener Malz der Breslauer Aktien 
Malzfabrik wie folgt hergestellt : 

200 g feingemahlenes Malzschrot wurden in 1000 cem Wasser sus 
pendiert im Wasserbad 2 Stunden auf 50 bis 55° gehalten. Hierauf wur|: 
die Mischung 1 Stunde im Dampftopf erhitzt und dann durch Tiiche 
und Faltenfilter klar filtriert. Der Malzauszug fiir die Garversuche wurd: 
in kleinen Mengen in Kélbchen durch je halbstiindiges Erhitzen an drei 
aufeinanderfolgenden Tagen sterilisiert. Nach jedesmaligem Offnen eines 
Kolbens zur Entnahme von Extrakt wurde der Rest eine halbe Stunc: 
im Dampftopf erhitzt. 

Der auch im folgenden benutzte Malzauszug spindelte 12° Ballin 
bei 20° und zeigte pq = 5,4. 5 cem der Malzwiirze enthielten 0,385 g Maltose. 
Der Trockensubstanzgehalt. von 5cem Malzauszug betrug 0,6175 ¢, «ck: 
Aschengehalt 0,0115 g. 





Versuch 


y 4 


ein se 
Wach: 
war V 
Fiinffe 
vestely 
der 
nicht 3 
yhne * 
verbrea 
D 
Versus 
in bei 
aus W 
reimes 
0, 
im 0, 
y =; 
E 
spaltu 
Lésuny 


Kultr 


sehr si 
stets | 


» 


Onn 


Spaltung von racemischem Tyrosin usw. 255 


Die ebenso wie friiher sterilisierten und mit Rasse XII beimpften 
irei Nahrlésungen wurden nach vierwéchiger Aufbewahrung bei 25° genau 
wie in Versuchsreihe I aufgearbeitet. 





Vergorene Lésung Unverbrauchtes 
Hete- . , Tyrosin 


Zusatz —_— 


Pu ernte . ; 
zur 10ccm Filter Polari- - 
Nahrlosung urepr. |trocken " ‘verbr. | Reduks| sation, *”! ile nail 
com tion | °Sacch 30 
g  nfl0ONaOH i=2 £ lelp 


Versuch 


y 4 


1g dl-Tyrosin usw. 
+ lccom Malzaus- 7. 0,32 1,25 0 0,30 | 
zug 
S 
1g di-Tyrosin usw. m z 
+ 5cem Malzaus. a 0.58 a - O15 | 
zug 
ohne di-Tyrosin 
+ 5ccm Malzaus- 0,12 0.6 . — 38 
zug 


50 
+O 


Die Versuche 1 und 2 zeigten gegeniiber den friiheren ohne Zusatze 
em sehr schnelles Angaren, eine lebhafte CO,-Entwicklung und ein iippiges 
Wachstum der Hefe, die sich als rein und gut ernahrt erwies. Der Zucker 
war vollkommen aufgebraucht und die Hefeausbeuten auf das Drei- bis 
Fiinffache gegeniiber dem entsprechenden Versuch in Versuchsreihe I 
gesteigert. Dem starkeren Abbau des Tyrosins entsprechend war auch 
der Ertrag an Tyrosol, besonders in Versuch 2, ein héherer. DaB dieses 
nicht aus den Substanzen des Malzauszugs stammen kann, beweist Versuch 3 
hne Tyrosin, wobei iiberhaupt kein Tyrosol auftrat, nur wenig Zucker 
verbraucht und wenig Hefe entstanden ist. 

Das zuriickgewonnene Tyrosin erweist sich im Gegensatz zu den 
Versuchen ohne Zusiatze als deutlich optisch-aktiv und rechtsdrehend. Das 
in beiden Versuchen zusammen erhaltene rohe Tyrosin (0,45 g¢) wurde 
aus Wasser umbkristallisiert und auf diese Weise im ganzen 0,24 g optisch 
reines d-T yrosin erzielt. 

0,24 g trockene Substanz in 6 cem 21 proz. Salzsiure gelést'), zeigten 
im 0,5-dm-Rohr bei einer Konzentration von c = 4 eine Drehung von 
1) = + 0,17°. Dem entspricht eine spezifische Drehung von [a]}}} + 85°. 

E. Fischer*) fand die spezifische Drehung des aus einer Alkaloid- 
spaltung der Benzoylverbindung gewonnenen d-Tyrosins in einer 4,6 proz. 
Lésung in 21 proz. Salzsdéure zu + 8,64°. 


Versuchsreihe 111. 


Kulturversuche mit Rasse XI1 in dl-Tyrosinlésung bei Zusatz 
ler alkoholléslichen und alkoholuniéslichen Teile von Malz- 
auszug. 

Drei Nahrlésungen, von denen wieder jede im Liter Wasser enthielt: 
Ig dl-Tyrosin, 25g Rohrzucker, 1g K,HPO,, 0,1 ¢ MgSO, + 7H,0, 


) Die leichte Léslichkeit der Substanz in 21 proz. HCl, in der di-Tyrosin 
sehr schwer léslich ist, war in diesen und den spéater folgenden Versuchen 
stets bereits ein Anzeichen dafiir, da®B reines d-Tyrosin vorlag. 

*) BE. Fischer, Ber. 32, 3645, 1899. 
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Spuren NaCl und FeCl,, wurden in Versuch 1 mit 5cem Malzauszuy. 
in Versuch 2 mit dem alkoholléslichen Teil von 5 com Malzauszug uni 
Versuch 3 mit dem alkoholunléslichen Teil von 5 com Malzauszug versetzt. 
gleichmaBig sterilisiert, mit Rasse XII beimpft und 4 Wochen bei 25 
zur Garung angesetzt. AuBerdem wurde noch ein Versuch mit 1 g dl-Tyrosiy 
ohne Malz vorbereitet (Versuch 4). 


Die Anteile des Malzauszugs waren in der Weise erhalten worden 
daB 5cem davon mit 100cem 96proz. Alkohols gut durchgeschiittel 
wurden, worauf man den Niederschlag filtrierte, den Riickstand wiederho}; 
mit Alkohol auswusch, im Vakuum trocknete und ihn in Wasser gelést 
der Lésung Nr. 3 zusetzte. Die alkoholischen Filtrate und Waschwasser 
wurden verdampft und nach Vertreiben des Alkohols der sirupése Riick 
stand in Wasser gelést der Lésung Nr. 2 zugefiigt. In einem Parallel. 
versuch wurde ermittelt, daB der alkohollésliche Teil von 5 eem Malzauszug 
0,3950 g trocken wog, also mehr als die Halfte der Gesamttrockensubstanz 
ausmachte. Er enthielt 0.0037 g Asche, demnach ein Drittel der Gesamt 
asche. 





Vergorene Lésung Unverbrauchtes 
Suites Hele — — —_-___---_______ | Tyrosin 
zur ernte 10 com Polaris Tyrosol 
Nahrlésung trocken —_verbr. Reduks sation coh 
com n/10 tion °Sacch. 9 
Nr. g NaOH i=2 g le}; 


Tein 


1g dl-Tyrosin usw. ||, ~ . 
1 + 5cecm Malzauszug | jQ.049 1,0 0 on 0,30 


1 g dlsTyrosin usw. 


2! “falkohollésl. Teil |'0,544 - 0 yon 0,27 
v. 5ccm Malzauszug | 


| lg pak Lo nee a. | 

2}, + alkoholunléslich. ons . P —— 

3 | Teil von 5ccm Malz- bao : — 34 O57 
] auszug 

4 j\)1 g di-Tyrosin usw. | 
\|| ohne Malzauszug | 


0,040 6 4 —41 | 0,10 || 0,80 

In diesem Falle war die Hefe auf Tyrosin-Zucker-Salzlésung ohn 
weitere Zusatze besonders schlecht gewachsen (Versuch 4). Zucker wn 
Tyrosin waren nur wenig angegriffen, das Tyrosin wieder symmetrisc! 
Dagegen zeigten die Versuche | und 2 mit Malzauszug fast ganz gleic! 
maBig ein sehr intensives Wachstum und lebhafte Garung der Hefe sowi 
einen vollstandigen Verbrauch des Zuckers und weitgehenden Abbaw 
des Tyrosins. Die Tyrosol- und Tyrosinausbeuten sind ebenfalls dieselben 
In den Alkohol, mit dem der Malzauszug extrahiert wurde, sind also schei 
bar alle wachstumsférdernden Stoffe iibergegangen, so daB der Alkoho 
extrakt genau die gleichen Wirkungen ausgeiibt hat wie der Malzauszug 
aus dem er hergestellt wurde. In beiden Versuchen ist optisch reine: 
d-Tyrosin zuriickgeblieben. Infolge der geringen Ausbeute im einzelne 
Falle muBten die Préparate der beiden Versuche zusammen umkristallisiert 
und auf Drehung untersucht werden, die dadurch keine Depression erful! 
Im Gegensatz hierzu war bei Versuch 3, in dem die alkoholunléslichet 
Feile des Malzauszugs zugesetzt waren, ein erheblich schlechteres Wachstu: 
der Hefe erfolgt, der Zucker und das Tyrosin waren nur schlecht verwertet 
die zuriickbleibende Aminoséure zeigte eine viel niedrigere Drehung. was 
auf eine nur unvollkommene asymmetrische Spaltung schlieBen lieB. 
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Versuchsrethe IV. 


Kulturversuche mit Rasse XII in dl-Tyrosinlésung unter Zusatz 
von Hefeautolysat. 


Die in den vorigen Versuchen verwandte Standardlésung von lg 
dl-Tyrosin, Zucker und Mineralsalzen wurde in gleicher Konzentration 
pro Liter mit Zusatzen von steigenden Mengen Hefeautolysat versetzt 
Versuche 1 bis 4). AuBerdem wurden Géaransaétze zum Vergleich mit 
denselben Mengen Hefeautolysat, Zucker und Salzen, aber ohne Tyrosin, 
(Versuche 5 bis 7) und ein Leerversuch (Versuch 8) nur mit Zucker und 
Mineralsalzen parallel zusammengestellt. Die Angirung erfolgte wieder, 
ausgehend von der gleichen Kultur der Rasse XII, bei 25°. Dauer der 
Versuche 4 Wochen. 


Der Hefeauszug wurde durch Autolyse wie folgt bereitet: 500g PreB- 
hefe (frisch bezogen von der Breslauer Vertriebsstelle des Verbandes deutscher 
PreGhefefabrikanten) wurden direkt in einem Kolben im Wasserbad bei 
50 bis 55° C zur Autolyse gebracht. Die nach etwa 12 Stunden vdllig ver- 
fliissigte Hefe ergab, mit 500 ccm H,O versetzt und eine halbe Stunde 
gekocht, einen Auszug, der klar filtriert und in iiblicher Weise im/Dampftopf 
sterilisiert wurde. Der Hefeauszug enthielt in 100 cem 5,29g Trocken- 
substanz und 0,26 g Asche. 





Vergorene Lésung Unverbrauchtes 
Zusatze Hete- - —-__— Tyrosin 
zur ernte 10 com | Polari« Tyrosol __ _— 
Nahrlésung trocken verbr. Reduks| sation || _— 
com n/10 tion | °Sacch. 20 
g NaOH i=2 g g [e]p 


og OU eats eve. |) 0.229 1,0 L |—28 023 070 0 


— 


ohne Hefeauszug 


1g di-Tyrosin usw. an , ‘ 
tlccm Heteauszug 0,495 0,8 0,15 0,30 


1g dl-Tyrosin usw. 717 os ‘ ¢ 
+ 5ccem Hefeauszug 0417 0,85 0,30 0,29 
1g dlsTyrosin usw. Q27 e ‘ 
+ 10 ccm Hefeauszug 0,937 0,4 0,41 0,29 
lcem Hefeauszug | 
usw. O01 16 
ohne Tyrosin 
5 com Hefeauszug 
usw. 0.382 
ohne Tyrosin 
10 com Heteauszug 
usw. 0.590 
ohne Tyrosin 
Leerversuch mit 
Zucker und Salzen 
ohne Tyrosin | 
ohne Heteauszug 


0,040*) Of + [+14 


*) Der Bodensatz bestand aus mineralischen Niederschligen neben vereinzelten ab- 
gestorbenen Hefezellen. 


Der Ausfall der Versuche iat die eigentiimliche Fahigkeit des Hefe- 
auszugs, das Wachstum der lebenden H< fezellen stark zu steigern und 
dabei ihre Assimilation des Tyrosins, und zwar gerade des |-Tyrosins, 
giinstig zu beeinflussen, deutlich erkennen. Mit steigendem Zusatz von 
Hefeextrakt steigt auch die Hefeernte und die Tyrosolausbeute, wobei 
natiirlich zu beachten ist, daB das Hefeautolysat auch ohne Tyrosin be- 
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trachtliche Mengen von Hefe liefert. Aber bei ihrem Abzug verbleibt 
gegeniiber dem Versuch ohne Hefeautolysat immer noch eine drei- bis 
vierfache Steigerung der Hefeausbeute, die nur auf Kosten des starke 
angegriffenen Tyrosins zu setzen ist. DaB das Mehr an Tyrosol bei steigen 
dem Zusatz von Hefeextrakt nicht etwa aus diesem selbst entstanden sein 
kann, sondern nur aus dem zugefiigten Tyrosin, zeigt der Vergleichs 
versuch 7 deutlich. Bemerkenswert ist auch, daB schon 1 ccm des Hefe 
auszugs, enthaltend 0,05 g Trockensubstanz, d. h. nur 5 Proz. vom an- 
gewandten dl-Tyrosin, geniigt, um die Hefe zur totalen Vergirung des 
Zuckers und zur maximalen Assimilation und asymmetrischen Spaltung 
des racemischen Tyrosins zu veranlassen. 


Zur Bestimmung der spezifischen Drehung des unverbrauchten T yrosins 
wurden die in den Versuchen 2 bis 4 zuriickerhaltenen Praparate zusammen 
verarbeitet. 0,89 g rohes Tyrosin gaben beim Umkristallisieren nach dem 
Trocknen bei 110° im ganzen 0,6965 g reines d-T'yrosin. Sie wurden in 
17.0cem 2lproz. HCl gelést. c¢ = 4,1, 1 = 2, a}? = + 0,70°, folglich 
[a]? = + 854°. 

Versuchsreihe V. 


Kulturversuche mit Rasse XII in dl-Tyrosinlésung unter Zusatz 
der alkoholléslichen und alkoholunléslichen Teile von 
Hefeautolysat. 


Die Versuche wurden mit der Standardlésung von | g dl-Tyrosin usw. 
ahnlich wie die in Versuchsreihe III ausgefiihrt. Die Aufteilung des Hefe-. 
auszugs geschah wie beim Malzauszug in der Weise, da8 5 cem des obigen 
Hefeextrakts mit 100cem 9%6proz. Alkohols geschiittelt, der alkohol- 
unlésliche Teil abfiltriert und aus dem alkoholléslichen Teil der Alkohol 
verdampft wurde. Die beiden Riickstaénde léste man getrennt fiir sich 
mit Wasser auf und setzte sie zwei parallel angestellten Nahrlésungen zu, 
die wieder mit Rasse XII beimpft und nach 4 Wochen untersucht wurden. 
Der alkohollésliche Teil von 5 ccm Hefeauszug enthielt 0,152 g Trocken- 
substanz. 





Vergorene Lésung Unverbrauchtes 
Zusitse Mele: | ——.___._. — ; Tyrosin 
zur ernte 10 ccm Polaris Tyrosol 
Nahrlésung trocken verbr Reduks sation oak - 
com n 10 tion °Sacch. le)p 
Nr. ® NaOH t=2 8 


such 


1g dl+Tyrosin usw. 
1 + Alkohollésliches 


lo74. 0,9 0 | 0385 | 0,27 
von 5ccm Heteauszug | | 


{ 1g dl«Tyrosin usw. Dain , 
2 | + Alkoholunlésiich. } 0,52 1,1 0.338 | 040 
v. 5ceom Hefeauszug J 


Wenn auch der Zucker in beiden Fallen gleichmaBig vergoren war, 
se ist auch hier der besonders giinstige Einflu8 der alkoholléslichen Stofte 
des Hefeextrakts auf das Wachstum der Hefe und die Verwertung ces 
Tyrosins bei der Assimilation gegeniiber den in Alkohol nicht léslichen 
Teilen unverkennbar. In Versuch | ist fast genau so viel Hefe und Tyrosol 
gebildet und Tyrosin verbraucht worden, wie bei Verwendung der urspriing- 
lichen 5 cem des Hefeextrakts (Versuch 3 in Versuchsreihe IV) und ebenso 
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d-Tyrosin von optischer Reinheit zuriickgeblieben, waihrend im Parallel- 
versuch vorwiegend dl-Tyrosin neben wenig d-Tyrosin erhalten wurde, 
wie aus der Drehung zu entnehmen ist. 


Versuchsrethe VI. 


Vergleichende Kulturversuche mit Rasse XII 
in dl-Tyrosinlésung bei Zusatz verschiedener Naéhrextrakte. 


Zum Vergleich wurden noch Hefeziichtungen in etwas anders zu- 
sammengesetzten zuckerreicheren Nahrlésungen vorgenommen, die Zu- 
sitze von Malz-, Malzkeim- und Hefeausziigen erfahren hatten. 

Der Malzkeimextrakt wurde aus getrockneten Malzkeimen bereitet, 
die von Pilsener Malz der Breslauer Aktien-Malzfabrik herriihrten. 100 ¢ 
Malzkeime wurden in | Liter H,O 1 Stunde im Kolben auf dem Baboblech 
gekocht. Der Auszug wurde dann durch ein Koliertuch filtriert, wobei 
sich etwa 400ccm Fliissigkeit mit 4,28 g Trockensubstanz und 0,44 ¢ 
Asche in 100 cem gewinnen lieBen. 

Als Standardlésung diente in diesen Versuchen eine Auflésung von 
2g dl-Tyrosin, 100 g Zucker, 1 g K,HPO,, 0,2 g MgSO, + 7 H,O, Spuren 
von NaCl und FeCl, in 1500 ccm destillierten Wassers. 
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2g dl-Tyrosin usw. 
| 0,35 0,25 


Aus diesen Versuchen ist die ungemein starke stimulierende Wirkung 
der Substanzen des Hefe- und Malzkeimauszugs auf das Wachstum der 
Hefezellen und auf die Assimilation des Tyrosins besonders deutlich zu 
ersehen. Schon duBerlich war ein viel schnelleres Angehen der beiden 
Kulturen (Versuch 3 und 4), eine sehr lebhafte CO,-Entwicklung und 
sehr starke Garung zu beobachten, die friiher beendet war wie in den 
Versuchen 1 und 2 und zu einem bedeutend intensiveren Umsatz von 
Zucker und Tyrosin sowie zu weit héheren Hefeausbeuten fiihrte. Auch 
die Ausbeute an Tyrosol war gesteigert. Die in diesen Fallen zuriick- 
gewonnenen Aminosdurepraparate stellten ein optisch sehr reines d-Tyrosin 
dar. Seine Ausbeute war in dem Versuch 3 mit Hefeauszug besonders gut 


l7* 
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und belief sich, wenn man von den beim Umbkristallisieren stets un. 
vermeidlichen Verlusten absieht, rund gerechnet auf etwa 60 Proz. der 
Theorie. Es ist noch besonders zu beachten, daB diese giinstigen Effekt« 
durch so minimale Zusitze von Hefe- und Malzkeimauszug erreicht wor- 
den sind, deren Trockensubstanzmengen nur 2 bis 2,5 Proz. vom an. 
gewandten Tyrosin ausmachten. 

Der Malzauszug in Versuch 2 hat diesmal weniger befruchtend gewirkt, 
Die Hefeausbeute ist ebenso wie der Zucker- und Tyrosinverbrauch geringer 
als bei Zugabe der anderen Extrakte. Es ist zwar auch hier d-Tyrosin 
gewonnen worden, aber von geringerer optischer Reinheit, noch vermischt 
mit dl-Tyrosin. Vielleicht erklart sich die geschwiaichte Wirksamkeit clieses 
Malzauszugs daher, daB er schon zu oft durch Erhitzen sterilisiert war 


Versuchsreihe VII. 


Priifung verschiedener Heferassen auf ihre Eignung zur 
asymmetrischen Spaltung von dl-Tyrosin bei Gegenwart von 
Nahrwiirzen. 

Zur Untersuchung gelangten die obergirige Brennereihefe Rasse I], 
eine obergirige Bierhefe der Brauerei Engelhardt, Berlin'), und eine Hefe 
der Melassebrennerei von Skene in Klettendorf bei Breslau. Als Standard. 
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1) Die Kultur dieser Hefe wurde mir vor Jahren von dem Institut 
fiir Biochemie des Kaiser Wilhelm-Instituts in Dahlem (Direktor Prof. 
Dr. C. Neuberg) freundlichst zur Verfiigung gestellt und ist seitdem in der 
Sammlung. des hiesigen Instituts dauernd fortgeziichtet worden. 
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josung diente wieder die in Versuchsreihe VI benutzte mit 2 g dl-Tyrosin, 
Zucker und Mineralsalzen, denen Hefe- und Malzkeimausziige in den ein- 
zelnen Garansaétzen zugefiigt wurden. 


In allen Versuchen dauerte das Wachstum 3 Wochen. 


Auch hier zeigt sich bei der Melasse- und der Bierhefe deutlich die 
wachstumssteigernde Wirkung geringer Zusaétze von Nahrwiirzen auf die 
Hefezellen. In diesen Versuchen ist ebenfalls eine in die Augen springende 
Begiinstigung der Assimilation von 1-Tyrosin und eine entsprechende 
asymmetrische Spaltung des racemischen Tyrosins erzielt worden, die bei 
ler Engelhardthefe in Versuch 5 mit Hefeauszug zu einem tiberwiegend 
\-Tyrosin enthaltenden Produkt gefiihrt hat. Dagegen ist die Heferasse IT 
trotz ahnlich giinstiger Kulturbedingungen in Versuch | in ihrem Wachstum 
stark zuriickgeblieben und hat nur optisch-inaktives Tyrosin hinterlassen. 
Ob diese Erscheinung auf eine Eigenart der betreffenden Heferasse zuriick- 
zufiihren ist oder ob hier Zufalligkeiten eine Rolle gespielt haben, die sich 
bei allen derartigen Kulturversuchen, wenn man von wenig Hefezellen 
susgeht, nie ganz vermeiden lassen, bedarf weiterer Untersuchungen. 


Versuchsreihe VIII. 


. y - bl . . + 
\symmetrische Vergarung vondl-Tyrosindurch einen Ubersehub 


von Zucker und PreBhefe mit Zusatz von Hefeautolysat zur 


praparativen Darstellung von d-Tyrosin. 


Die bisherigen giinstigen Erfahrungen mit Zusaétzen von Nahrwiirzen 
bei den Ziichtungsversuchen an Hefen gaben nun Veranlassung, nacl- 
zuforschen, ob nicht auf diese Weise das friiher von mir beschriebene 
biologische Spaltungsverfahren fiir racemische Aminoséuren, das bis dahin 
beim dl-Tyrosin immer versagt und zu optisch-inaktiven Produkten gefiilirt 
hatte’), auch fiir eine einfache praparative Gewinnung von optisch reinem 
|-Tyrosin nutzbar zu machen war. 

Die folgenden Versuche, die mit zwei verschiedenen PreBhefen ces 
Handels angestellt waren, zeigen, daB man durch schnelle Vergdrung von 
dl-Tyrosin mit viel Zucker und Hefe unter Zusatz von Hefeautolysat qute 
Ausbeuten von optisch reinem d-Tyrosin erzielen kann. 


Vergaérung ohne Hefeautolysat. 


5 g dl-Tyrosin wurden zusammen mit 200 g Zucker in 4 Liter Leitungs- 
wasser kochend gelést. Die abgekiihlte Lésung wurde sofort mit 100 ¢ 
frischer PreBhefe verriihrt und in einer groBen, mit Garverschlub versehenen 
Flasche bei Zimmertemperatur zur Gérung angesetzt. Die PreBhefe war 
frisch bezogen und stammte aus der PreBhefefabrik in Giesmannsdorf in 
Schlesien. Die Géarung verlief sehr lebhaft und war nach 3 Tagen voll- 
standig beendet. Eine Probe des Filtrats der Hefe reduzierte Fehlingsche 


1) F. Bhrlich, diese Zeitschr. 68, 398, 1914. 
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Lésung nicht mehr. Die Hefe wurde sodann mittels Tonfilter abgesaugt 
und griindlich mit Wasser nachgewaschen. Das zuckerfreie Filtrat ergab 
auf dem Wasserbade, zu diinnem Sirup eingeengt, eine Kristallisation 
des unverbrauchten Tyrosins. Die Aminoséure wurde abgenutscht, gut 
mit Wasser und Alkohol gewaschen und bei 110° getrocknet. Man erhielt 
auf diese Weise 2,05 g noch gefirbtes T'yrosin als Rohprodukt, das beim 
Umkristallisieren aus Wasser unter Klaérung mit Kohle und Kieselgur 
trocken 1,40 g reines Tyrosin lieferte, das optisch-inaktiv war. 


0,8081 g Substanz, in 20 cem 21 proz. Salzsaéure gelést, d. h. ¢ = 4,04, 
l= 2, ap = + 0,0. 

Aus dem eingedampften Filtrat des Tyrosins waren durch Ather 
extraktion aus bicarbonatalkalischer Lésung 1,70 gq kristallisiertes T'yroso/ 
zu gewinnen. 


Vergéirung mit Hefeautolysat. 


1. 2,6g dl-Tyrosin wurden mit 100g Zucker und 10 ccm des oben 
beschriebenen Hefeauszugs in 2 Liter Leitungswasser gelést, durch 50 ¢ 
derselben im vorigen Versuch angewandten frischen PreBbhefe aus Cies- 
mannsdorf bis zum Verschwinden der Zuckerreaktion vergoren, was bereits 
n 2 Tagen der Fall war. Die Hefe wurde in gleicher Weise abfiltriert und 
gut mit Wasser nachgewaschen. Aus dem gesammelten Filtrat kristallisierte 
beim Eindampfen ein noch dunkelgefirbtes Tyrosin, das beim Umldésen 
aus Wasser unter Zusatz von Kohle und Kieselgur 0,36 g reines d-T yrosin 
mit dem richtigen Drehungsvermégen lieferte. 


0,3571 g Substanz (bei 110° getrocknet) in 9 ccm 21 proz. HC! gelést. 
¢ = 3,97, 1 = 1, af? = + 0,35°. 


{a}? = + 881°. 


Aus der urspriinglichen Mutterlauge des Tyrosins lieB sich dure! 
Atherextraktion 0,54 g Tyrosol herauslésen. 

2. 5g dl-Tyrosin mit 200 g Zucker und 10 com Hefeauszug (enthalten 
0,529 g Trockensubstanz) in 4 Litern Wasser durch 100g PreBhefe bei 
Zimmertemperatur in 2 Tagen vergoren. Die PreBhefe war ganz frisch 
von der Hefebrennerei Union in Leipzig-Mockau bezogen. Die Aufarbeitung 
der vergorenen Lésung geschah genau so wie im vorigen Versuch. Zuriick 
gewonnen 1,98 g Tyrosin als Rohprodukt. Durch zweimaliges Umkristalli- 
sieren aus Wasser wurde daraus etwa 1g reines d-Tyrosin in trockene! 
Form gewonnen. 

0,2567 g Substanz in 6,4ccem 21 proz. HCl gelést. ¢ = 4,01, / = |, 
ay) = + 0,33°. 

[a}} = + 8,23°. 


Das eingedampite Filtrat der Gérlésung ergab nach Neutralisation 
mit iiberschiissigem NaHCO, durch erschépfende Atherextraktion 2,22 , 
kristallisiertes Tyrosol. 
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Versuchsreithe 1X. 


Elementaranalysen einiger bei der partiellen Vergérung 


erhaltenen Praparate von d-Tyrosin. 


Die Substanzen wurden nach dem Umbkristallisieren aus Wasser 
jedesmal bei 110° getrocknet. 
0,1125 2 Substanz: 0,2439 ¢ CO,, 0,0657 g H,O. 
0,1370 g 9” 0.2979 g CO,, 0,0790 ¢ H,O. 
0,1319 g - 8.70 cem N (18°, 746 mm). 
C,H, NO,. Ber.: C 59,65 Proz., H 6,12 Proz., N 7.73 Proz. 
Gef.: C 59,13 ., H 653 =.» t i 
y 59,30 H 6,45 ,, 





Beitrag zur Chemie des Trypsins (Tryptase). 


Von 


Sophie Kotodziejska und Casimir Funk. 


(Aus der biochemischen Abteilung der Staatlichen Hygieneschule, Warschau, 
Polen.) 


(Eingegangen am 14. Januar 1927.) 


Den gréBten Fortschritt in der Richtung der Reinigung und Iso. 
lierung der Fermente verdanken wir den Schulen von Willstdtter und 
v. Euler. Was das Trypsin anbelangt, so stehen uns von den modernen 
Arbeiten nur die von Wilistdtters Schiiler, Waldschmidt-Leitz (1). aw 
Verfiigung. 

Zur Darstellung des Rohferments benutzten Wiéillstdtter und Wald. 
schmidt-Leitz (2) die folgende Methode. Frische Pankreasdriisen, von Fett 
und Bindegewebe befreit, werden zu feinem Brei zerhackt und mit kleinen 
Acetonmengen versetzt, bis die Acetonmenge ungefaihr die doppelte Menge 
des Breies ausmacht Nach kurzem Stehenlassen wird die Masse filtriert 
und der Riickstand mit der gleichen Menge Aceton behandelt SchlieBlich 
wird das Pulver mit % Volumen Aceton und 4% Volumen Ather und dann 
mit Ather allein gewaschen. In dieser Weise wird ein feines Pulver und ein 
grobfaseriger Anteil gewonnen, die sich beide als aktiv erweisen, und zwar 
auBer dem Trypsin, Lipase, Amylase, Peptidase und Kinase enthalten. 
Zur Trennung von diesen Fermenten wird aus dem Trockenpraparat ein 
Glycerinauszug gemacht und die starker sauer reagierende Lipase nach dem 
Vorgang von Willstdtter und Waldschmidt-Leitz (3) mit Tonerde entfernt. 
Die Pankreasamylase wird nach dem Vorgang von Wilistdtter, Waldschmidt- 
Leitz und Hesse (4) aus dem Filtrat durch Sorption mit Kaolin entfernt. 
Das Erepsin (Peptidase) wird durch dreimalige Tonerdesorption bei px 5 
entfernt. Die Enterokinase wird nach Waldschmidt-Leitz (4) durch Tonerde- 
sorption bei saurer Lésung entfernt. 


Die bedeutsamsten Resultate der Willstdtter-Waldschmidt-Leitz- 
Methoden fiir das Trypsin sind die Trennung von den begleitenden 
Fermenten der Pankreasdriise, sowie die Trennung in das inaktive 
Trypsin und die Enterokinase. Von dem Reinheitsgrad des so ge- 
wonnenen Enzyms laBt sich ein klarer Eindruck bis jetzt nicht ge- 
winnen. 
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Vor einiger Zeit haben wir angegeben (5), daB es uns gelungen ist. 
durch Fallung mit Naphtholgelb S (Flaviansiure) in Kombination 
mit Pikrinsiure das Enzym quantitativ niederzuschlagen und mit 
gréBerer Wirksamkeit als das Ausgangsmaterial zu gewinnen. Am 
SchluB dieser Arbeit gaben wir an, daB die Fallung mit Pikrinséure 
allein sich bequemer gestaltet und vielleicht aussichtsvoller ist. Diese 
Methode soll in dieser Arbeit geschildert werden. Wir sind uns bewuBt. 
daB die vorliegende Arbeit erst die ersten Schritte in der Richtung der 
chemischen Reinigung mancher Fermente bedeutet, glauben aber, dal 
dieselbe vielversprechend ist. Analoge Methoden wurden auch auf 
andere Fermente ausgedehnt, so z. B. hat der eine von uns (Casimir 
Funk) mit Fraulein Elblinger die Reinigung des Pepsins vorgenommen 
Hier wurde statt Pikrinsiure eine fraktionierte Fallung mit Salzen 
der Pikrinsiure vorgenommen, die zu einer bedeutenden Reinigung 
des Enzyms gefiihrt hat. In Gemeinschaft mit Lazarewiich und Fraulein 
Fejgin haben wir auch eine chemische Studie des Bakteriophags be- 
gonnen, die noch nicht abgeschlossen ist. Wir suchten zu entscheiden, 
ob der Bakteriophag eine fermentartige Substanz darstellt oder an 
lebende Bakterien gebunden ist. Dies lieB sich leider noch nicht ent- 
scheiden. Wir haben namlich verschiedene Bakteriophagen mit Pikrin- 
siure gefallt. Durch angestellte Kontrollen hat sich leider gezeigt, dab 
die Pikrinsiure nur manche Bakterien abtétet, andere dagegen am 
Leben 14Bt. Das laBt sich sehr schén an der vitalen Reduktion der 
Pikrinsiure zur Pikraminsaure, die im Reagenzglas stattfindet, kon- 
statieren. Jedenfalls ist es uns gelungen, zu zeigen, dab, wenn man 
Bakteriophagen mit Pikrinséure fallt und den erhaltenen Niederschlag 
vorsichtig in verdiinnter Sodalésung, ohne UberschuB, lést, die er- 
haltene Lésung stark lytisch auf Bakterien wirkt. Um den Pikrin. 
siureniederschlag so klein wie méglich zu gestalten, wurden ie 
Bakteriophagen liefernden Bakterien auf anorganischem Nahrboden, mit 
einer Spur von Pepton versetzt, geziichtet. Den erhaltenen Pikrinsaure- 
niederschlag werden wir zu weiteren chemischen Studien verwenden 


Experimentelles. 

Einer der Autoren (Casimir Funk) verfiigt tiber eine ziemlich grobe 
Erfahrung iiber den Wert der Absorptionsmethoden auf dem Gebiete 
der Vitamine. Diese Methoden in seinen Handen (6) haben ergeben 
daB der Absorptionsgrad so stark von den begleitenden Verunreinigungen 
abhangig ist, daB die Methoden kaum konstante und leicht zu wieder- 
holende Resultate zu ergeben vermégen. Er hat sich demnach an 
Fallungsreaktionen gewandt, die auf dem Fermentgebiet noch viel 
zu wenig versucht worden sind. Es muB natiirlich nicht tibersehen 
werden, daB auch die Fallungsreaktionen zum Teil Sorptionsreaktionen 
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darstellen. Als Ausgangsprodukt fiir die vorliegende wie auch fiir die 
vorangehende Arbeit wurde Trypsin Merck verwandt. Die Aktivitar 
der ¢.Laltenen Fraktionen wurde durch Inkubation mit einer alkalisch 
gemachten Gelatinelésung und Bestimmung der freien Aminosauren 
gruppen in dem van Slykeschen Apparat bestimmt. Fiir die Versuche 
wurde eine | proz. Gelatinelésung in 0,2 proz. Na,CO, hergestellt und 
unter Thymolzusatz aufbewahrt. Von Trypsin oder der erhaltenen 
Fraktion werden Mengen entsprechend 0,2 g Trypsin abgewogen und 
mit der obigen Gelatinelésung bis 50 cem aufgefiillt und 20 Stunden 
im Brutschrank unter Thymolzusatz gehalten. Die Fermentwirkung 
wurde durch die Bestimmung des Aminostickstoffgehalts am Ende der 
Inkubation, nach Abzug des Anfangswertes, bestimmt. Das abgelesene 
Gasvolumen wurde stets auf den Barometerstand und die Temperatur 
korrigiert. Fiir jede Bestimmung wurden stets 2 ccm angewandt. 


Versuche tiber die Fdllung des Trypsins mit Pikrinsdure und Regenerieruiy 
des Trypsins aus dem Pikrat. 

10g Trypsin Merck wurden in 100 ccm Wasser gelést und mit 
einer gesittigten Pikrinsiurelésung so lange versetzt, bis kein neuer 
Niederschlag mehr entsteht. Der letzte wurde nach langerem Stehen. 
lassen abzentrifugiert und im Exsikkator zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet. Es wurde gefunden, daB das Trocknen die Aktivitat ver- 
mindert. Die Pikrinsaurefaillung wurde an verschiedenen Trypsin- 
proben mehrere Male ausgefiihrt und stets gefunden, da® die Pikrat- 
ausbeute etwa 5,81 Proz. des Trypsins ausmacht. Was die Aktivitat 
des Niederschlags und des Filtrats anbelangt, so wurden folgende 
Zahlen erhalten: 





NHN in mg Netto 


Gelatinelésung allein . . 0,65 

Trypsin Merck .... 10,0 9,35 
Pikrinsaurefillung .. . 4,73 4,08 
Pikrinsaurefiltrat. . . . 1,0 0,35 


Wie gesagt, hat es sich gezeigt, daB das Trocknen des Nieder- 
schlags die Aktivitat beeintriichtigt und daB im Filtrat der Uberschui 
an Pikrinsiure ebenfalls stérend wirkt. Das Filtrat enthalt wahr- 
scheinlich ebenfalls noch aktives Trypsin. Werden aber diese beiden 
Tatsachen nicht beriicksichtigt, so erhalten wir durch die Fallung 
eine 7,5fache Reinigung des Trypsins. 

Fiir die eventuelle Regenerierung des Trypsins aus dem Nieder- 
schlag war es wichtig, die Resistenz des Trypsins in unserer Kombination 
kennenzulernen. Es hat sich gezeigt, da® salzsiurehaltiger Alkoho! 
(25 eem HC! und 75 cem Alkohol) die Aktivitat vollstandig vernichtet 
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wahrend der Kontakt mit 80 Proz. Essigsiure wihrend 15 Minuten die 
Aktivitét bedeutend vermindert. Temperatur von 90° vernichtet die 
Aktivitaét vollstandig. Demnach zeigt sich das Trypsin in Kombination 
mit Pikrinsdiure nicht resistenter, als das gewéhnliche Trypsin. 

Dialyse. 1g des Pikratniederschlags wurde in 12 cem von 
).2proz. Sodalésung gelést und unter Thymolzusatz in einem Kollodium- 
sack gegen 12 ccm destillierten Wassers 48 Stunden dialysiert. Nach 
dieser Zeit wurden 5 ccm der Innen- und AuBenfliissigkeit zu 50 ccm 
mit Gelatinelésung aufgefiillt. 





NHN vor NHN nach 
der Inkubation der Inkubation 
in mg in mg 


AuBbenfliissigkeit . . . . 14;138 
Innenfliissigkeit . . . . 18.662 


Trypsin dialysiert demnach kaum. 


Versuch Trypsinpikrinsdureniederschlag mit Nitron zu zersetzen. 


Nachdem ermittelt wurde, wieviel Pikrinséure in dem Trypsin- 
pikrinsaéureniederschlag vorhanden war, wurden 100mg von dem 
Niederschlag in 0,2 proz. Sodalésung gelést und mit 3 ccm 10 proz. Nitron- 
lésung in 5proz. Essigsiurelésung gefallt. Der erhaltene Niederschlag 


von Nitronpikrat wurde auf einem gewogenen Jenaer Glasfilter filtriert 
und das Filtrat und Waschwasser auf 20 ccm aufgefiillt. Der Nitron- 
pikratniederschlag wog 64,46 mg, wovon 27,92 mg auf die Pikrinsdiure 
entfiel. Fiir die Priifung der Wirksamkeit des Filtrats wurden 100 mg 
von Trypsin Merck mit dem Aquivalent an Trypsinpikrinsaurenieder- 
schlag und des daraus in Freiheit gesetzten Trypsins verglichen. 





N HgsN in mg 


Trypsin Merck . . . — 15,885 
Trypsinpikrinsaureniede rse hlag 7 14,418 
Nitronpikrat-Filtrat . . . . . . 16.434 


Nach diesem Versuch laBt sich das Trypsin aus dem Niederschlag 
mit Nitron regenerieren, es blieb noch zu erfahren, ob die Gegenwart 
von geringem Nitroniiberschu8 die Trypsinaktivitat nicht zu _ ver- 
mindern vermag. Wie wir gleich sehen werden, ist das tatsiachlich zum 
geringen Teil der Fall. 





«N vor *«N nach 
der NHaN vor ps HaeN ach 
in mg in mg 


50mg Trypsin Merck . : 20,83 
Dasselbe mit lcem Nitronlésung. . . 11,03 17,46 
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Lie Gegenwart von Nitron erniedrigte die Aktivitat des Trypsins 
um 36 Proz. 

Qualitative Proben des Trypsinpikrinsdureniederschlags ergaben 
einen deutlichen Gehalt an Schwefel, Phosphor und Kohlehydraten 
die Anwesenheit von Purinsubstanzen darin lieB sich nicht mit 
Sicherheit konstatieren. 


Versuche, den Trypsinpikrinsdureniederschlag zu fraktionieren. 


Fraktionierung mit Ather. Eine nicht gewogene Menge des Pikrats 
wurde im Soxhlet extrahiert, was einige Tage dauerte. Es wurde der 
Eindruck gewonnen, daB der Niederschlag selbst durch die Hiils: 
hindurchgeht, was auch tatsachlich der Fall war. und deswegen wurde 
der Versuch unterbrochen. Es hat sich herausgestellt, daB nur dic 
Pikrinséure extrahiert wurde. 





N HgsN vor N HgsN nach 
der Inkubation der Inkubation 
in mg in mg 


50 mg Niederschlag vom Boden des Extraktions- 

kélbchens gewonnen Sitar ake 18,13 31,54 
50 mg Niederschlag aus der Hiilse. . . . vita 18,14 31,55 
50 mg des atherléslichen Riickstandes ..... . 19,21 19,56 


Fraktionierung mit Aceton. 826 mg des Trypsinpikrinsaurenieder- 
schlags wurden zuerst mit 100 Proz. Aceton; was iibrig blieb mit 90 Proz 
und schlieBlich mit 80proz. Aceton extrahiert. Der letzte Riickstand 
wurde leider nicht untersucht. 


I. Fraktion (100 Proz. Aceton) hellgelb .... . . 17,9mg 
Il. ‘. i‘ -_ a Sh. « 7% 6 Me os 
Il. oe (SP. on iia) I ae ae ea We 95 





NH ,-N vor N HgsN nach 
der Inkubation der Inkubation 
in mg in mg 


I. Fraktion 15mg genommen .. . 17,47 19,775 
LL. a 5°. mg ‘ns fie 16,345 21,423 
IL. " 50 mg . Pe 20,98 20,875 


Die ersten zwei Fraktionen erwiesen sich als aktiv, die dritte in- 
aktiv, es ist demnach méglich, daB die Fraktionierung mit Aceton sich 
als zweckmaBig erweisen wird. 


Fraktionierung des Niederschlags als Natriumsalz. 786 mg wurden 


in 4cem | proz. Sodalésung gelést. Von dem nicht gelésten wurde ab- 
filtriert und zu dem Filtrat wurde die 20fache Menge Alkohol zugesetzt. 
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Die Lésung wurde langsam abgedunstet, es bilden sich zuerst dlige 
Tropfen, spater fallt ein Niederschlag aus, der 61,3 mg wog und unter 
dem Mikroskop kristallinisch aussah. Es wurde versucht, den Nieder- 
schlag in 5 eem Wasser zu lésen, was nur teilweise gelang. Daher wurde 
von dem ungelésten abzentrifugiert, der Niederschlag und die Mutter- 
lauge Il auf Aktivitat gepriift. 





NHeN vor N HoeN nach 
der Inkubation der inkubation 
in mg in mg 


Alkohol, Filtrat, nach dem Abdunsten des Alkohols 24,916 25,504 
Niederschlag in Sodalésung gelést . ....... 17,72 31,54 
a. Ss sa es a et ee ne ae 24.91 40.5 


Der kristallinische Niederschlag und der lésliche Teil davon er- 
wiesen sich beide als aktiv, doch hat sich die Gesamtaktivitat sehr stark 
verringert. Der Versuch wurde wiederholt, indem 440,4 mg des Trypsin- 
pikrinsiureniederschlags in Arbeit genommen wurden. Diese Menge 
wurde in n/10 Sodalésung gelést, von dem unléslichen Anteil wurde 
abfiltriert und das Filtrat mit dem 20fachen Volumen Alkohol versetzt. 
Durch Alkoholzusatz fallt ein Niederschlag aus, der nach dem Trocknen 
21 mg betrug. Der alkoholische Extrakt erwies sich als schwach aktiv, 


der Niederschlag dagegen als inaktiv. Das Trypsin wird durch alkoholische 
Fallung des Natriumsalzes hauptsichlich inaktiviert, doch ist es fraglich, 
ob hier eine wirkliche Inaktivierung oder aber eine Trennung in in- 
aktives Trypsin und Kinase stattfindet. 


Versuch, 
den Trypsinpikrinsdureniederschlag als Natriumsalz zu kristallisieren. 


50 mg des Niederschlags wurden in 5 cem von einer 0,2 proz. Soda- 
lésung gelést und in einem Exsikkator langsam verdunstet. Es bildeten 
sich schéne Nadeln. Die Kristalle wurden abgetrennt, mit wenig 
Sodalésung gewaschen und nebst der Mutterlauge auf Wirksamkeit 
gepriift. 





N HosN vor N Hy-N nach 
der Inkubation der Inkubation 
in mg in mg 


ae re 16,05 20,9 
Mutterlauge ...... 18,27 26,75 


Die Summe der Wirkungen der beiden Fraktionen glich ungefahr 
der Aktivitét des Ausgangsmaterials. Auch diese Methode scheint 
aussichtsvoll zu sein. 





S. Kolodziejska u. C. Funk: 


Versuch der Fraktionierung in Form des Bariumsalzes. 


5g von Trypsin Merck wurden in Wasser gelést und mit einer 
gesattigten Pikrinsiurelésung gefallt. Nach 24stiindigem Stehenlassen 
wurde der Niederschlag abzentrifugiert und in 50 ccm einer 0,3 proz 
Sodalésung gelést. Beim Lésen des Niederschlags in Sodalésung wird 
beobachtet, daB die ersten Portionen sich gelb farben, wahrend der 
schwerlésliche Riickstand immer mehr farblos wird, indem er in eine 
Gallerte umgewandelt wird. Der alkalische Extrakt wurde mit Pikrin- 
siure ausgefallt, der Niederschlag abgeschleudert und im feuchten 
Zustande in minimal ausreichender Menge einer 0,3proz. Barytlésung 
gelést. Die leichte, bleibende Triibung wurde abgeschleudert und das 
Filtrat langsam in einem Vakuumexsikkator abgedunstet. Die Kristalle 
die gebildet wurden, wurden abfiltriert und wogen 6,8 mg. 








NHN vor NHN nach 
der Inkubation der Inkubation 
in mg 


Kristalle ... set 16,302 
Filtrat a, be 28,8 


Die Kristalle erwiesen sich als aktiv, wahrend im Filtrat die 
Aktivitat offenbar gehemmt wurde. 


Versuche, den Trypsinpikrinsdureniederschlag umzufdllen. 


5 g Trypsin Merck wurden in 15 com Wasser gelést und mit Pikrin- 
siure gefallt. Der erhaltene Niederschlag nach dem Auswaschen und 
Trocknen betrug 290,9 mg oder 5,81 Proz. des angewandten Trypsins 
Wird dieser Niederschlag in 20 ccm 0,2proz. Sodalésung gelést, von 
dem unlislichen Anteil abgeschleudert und das Filtrat wieder mit 
Pikrinsiure gefillt, so faillt eine viel geringere Menge des Pikrats aus 
Sie betrug nimlich nur 28,4 mg oder 0,58 Proz. des angewandten 
Trypsins. Dieser zweite Niederschlag sieht zuerst wachsartig aus, 
scheint aber nach dem Trocknen kristallinisch zu werden. Diese 
Methode wurde mehrmals wiederholt, und es wurden Ausbeuten bis zu 
1 Proz. des Ausgangsmaterials erhalten. Was die Aktivitat dieser 
Fraktion sowie der Mutterlauge anbetrifft, so ist dieselbe nicht leicht 
zu priifen, und unsere Versuche dariiber sind nicht als endgiiltig zu 
betrachten. Im ersten Versuch war der zweite Niederschlag wie auch 
das Filtrat vollstandig inaktiv, dagegen schien die Kombination von 
beiden Anteilen aktiv zu sein. Es schien in diesem Falle, als ob die 
Umfillung mit Pikrinsiure das Trypsin in das inaktive Trypsin und 
die Kinase zu trennen vermochte. 
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HyN vor N Hg-N nach 
der 4 = 4d der Inkubation 
in mg in mg 


ee! et iS ETE: er "Ss Se 9,045 9,425 
Filtrat . ; 13,66 13,24 


Halfte des Niedersc shlags end Halfte des Filtrats. : 25,68 33,09 


Spater aber stellte es sich heraus, dab, wenn der zweite Niederschlag 
nicht getrocknet wird, sondern feucht gepriift wird, doch eine Aktivitat 
zum Vorschein kommt. Dasselbe gilt vielleicht auch fiir das Filtrat, 
wenn der stérende Uberschu8 an Pikrinsiure mit Nitron entfernt wird. 
Dafiir mégen die folgenden Zahlen als Beleg dienen: 





N HgsN vor N HgsN uach 
der Inkubation der Inkubation Netto 
in mg in mg 


Gelatinelésung allein .......... 0,65 
[rypsin Merck .. . 5k aed On 10,0 
Erster Pikrinsaureniederse whlag Sa «x *'s 931 14,04 
Filtrat der I. Fallung. . . é 10,57 11,57 
Filtrat d. I. Fallung nach Falle n mit ’ Nitron 8.85 9,57 
Erster Pikrinsiureniederschlag zusammen 

mit Filtrat I (nach Renee eee 9,99 li 
Zweite Pikrinsaurefallung . : eae 9,27 1 
Filtrat II der Pikrinsiurefallung . oie gr 8,70 
Filtrat Il nach Nitronfillung ... 9,28 
ll. Fallung und Filtrat I] nach N litronfallung 8.56 13, 


e < <@ 
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Wenn wir diese Versuche zusammenfassen, so ergibt sich, daB der 
erste Pikrinsiureniederschlag zwar weniger wirksam ist als das Aus- 
gangsmaterial, aber doch 7,5mal gereinigt wurde. Der zweite Pikrin- 
siureniederschlag war 3,3 mal weniger aktiv, erfuhr jedoch eine Reinigung 
von 52mal. Die Aktivitét des zweiten Niederschlags, zusammen mit 
dem zweiten Filtrat, ergab eine Verringerung von 2,1 mal, doch kann 
das Trypsin als 82mal gereinigt betrachtet werden. Wir sind uns wohl 
bewuBt, daB unsere Versuche nur die ersten Schritte in der chemischer 
Bearbeitung der Fermente bedeuten. Im Laufe dieser Versuche waren 
wir aber oft erstaunt, welchen drastischen Manipulationen die Fermente 
ausgesetzt werden kénnen, ohne viel an Wirksamkeit zu verlieren. 
Es scheint uns, daB neben den epochemachenden Adsorptionsmethoden 
von Willstdtter und v. Euler auch die Fallungsmethoden bei der Rein- 
darstellung der Fermente gute Dienste leisten kénnen. 


Zusammenfassung. 
Durch Fallen des Trypsins mit Pikrinsiure gelingt es, einen aktiven 
Niederschlag zu bekommen, aus welchem durch Nitron das Trypsin 
regeneriert werden kann. Durch Fraktionieren des Pikrinsiurenieder- 
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schlags mit Aceton, besonders aber durch Umwandlung in das Natrium 
oder Bariumsalz, lassen sich kristallinische Fraktionen abscheiden 
die noch iiber eine bedeutende Aktivitét verfiigen. Durch Umfillen 
der Pikrinsiureverbindung laBt sich das Trypsin 52 mal reinigen, wobei 
aber eine teilweise Trennung in das Ferment und die Kinase aufzu- 
treten scheint. 

Literatur. 

1) Waldschmidt-Leitz, Die Fermente 1926; H. v. EHuler, Chemie der 
Enzyme, II. Teil, Il. Abschnitt, 1927. — 2) Willstdtter und Waldschmidt. 
Leitz, H. 125, 132, 1923. — 3) Willstdtter, Waldschmidt-Leitz und Hesse. 
H. 126, 143, 1923. — 4) Waldschmidt-Leitz, H. 182, 181, 1923/24. — 5) Sophiv 


Kolodziejska und Casimir Funk, Chemie der Zelle und Gewebe 13, 
46, 1926. — Funk, Die Vitamine, III. Aufl. Miinchen, J. F. Bergmann 





Verhalten der Hexosen sowie Hexosen-mono-phosphorsaure- 
ester za Serum und Aminosiuren. 


Von 
(. Neuberg und M. Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Am Stoffpaar d,l-Alanin und d-Fructose haben wir zuerst fiir 
Zucker und Aminosiure die Fahigkeit festgestellt'), in eine bei Raum- 
temperatur sofort sich offenbarende und polarwmetrisch meBbare Be- 
ziehung zu treten. Die Weiterverfolgung*) dieser Beobachtung hat 
sodann ergeben, daB einerseits das d, ]-Alanin bei diesem Vorgang durch 


andere Aminosduren wie 1(-+-)-Alanin, 1(+-)-Asparaginsiure und d(--)- 
Glutaminsdure (letztere beiden als neutral reagierende Mononatrium- 
salze) ersetzt und da® andererseits statt des Fruchtzuckers das 
physiologisch wichtige Hexose-di-phosphat benutzt werden kann. 
Welcher Art die sich abspielenden Vorginge sind, bleibe unerértert. 
Eine tiefgreifende Verinderung der beiden Komponenten kommt bei 
der Entstehung der ,,Addukte“ jedenfalls nicht in Betracht; denn wir 
haben (1. c.) gezeigt, daB die Kohlenhydrate in den Drehungsanderung 
aufweisenden Aminoséure-Zucker-Gemischen von Hefen in normaler 
Weise, zum Teil sogar beschleunigt, vergoren werden. Weiterhin hat 
sich ergeben, daB statt Yer genannten Mono-aminosiuren auch andere 
stickstoffhaltige Substanzen einen ahnlichen EinfluB auf die Rotation 
ausiiben, z. B. Harnstoff, Thioharnstoff, Argininnitrat. Ausgesprochen 
waren diese momentan eintretenden Drehungsinderungen bei der 
Fructose und dem Kohlenhydrat-di-phosphorsiure-ester, wihrend 
Glucose nur geringe Ausschlige lieferte. Der Hergang ist ganz ver- 
schieden von den sonst bekannten Umsetzungen der Kohlenhydrate 
mit Aminoséuren oder Harnstoff, die zu weitgehenden Zerstérungen 
der beiden Komponenten fiihren, wie Kohlensiureentwicklung, 


1) C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 162, 496, 1925. 
®) Dieselben, ebendaselbst 174, 464, 1926. 
Biochemische Zeitschrift Band 182. 18 
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Ammoniakabspaltung und Huminbildung. Im Gegensatz zu diesen 
tiefgreifenden Veranderungen, die wihrend langerer Einwirkungsdauer 
und bei hohen Warmegraden, oft auch bei alkalischer Reaktion erzielt 
sind, stellen sich die von uns beschriebenen Erscheinungen augen. 
blicklich und bei gewéhnlicher Temperatur ein. Da sie von den 
langsam verlaufenden Reaktionen abzutrennen sind, haben jiingst 
H.v. Euler und E. Brunius') bestatigt, die sich von anderen Gesichts- 
punkten her sowie mit einer abweichenden Methodik (kryoskopischer 
Messung) mit dem Problem der Umsetzung von Zucker und Aminen 
neuerdings beschaftigt haben. 

Im Hinblick auf die sich aufdrangenden Fragen der Blutzucker- 
und Girungsphysiologie, fiir welche die beschriebenen Erscheinungen 
von Interesse sind, haben wir des weiteren®) die Studien itiber Drehungs. 
anderungen beim Zusammentreffen von Zucker mit stickstoffhaltigen 
Gebilden auf das System Zucker bzw. Zucker-phosphorséure-ester und 
Hefen-mazerationssaft ausgedehnt. Um Stérungen durch desmolyti- 
schen Zuckerabbau auszuschlieBen, muBte ein Hefensaft verwendet 
werden, dem durch Aufbewahren seine zymatische Kraft genommen 
war. Schon von der Darstellung her enthalt Hefensaft auBer koagulabelem 
Protein abgebautes Eiweif und andere lésliche, stickstoffhaltige 
Materialien, insbesondere Nucleinséiuren und deren Spaltungsprodukte. 


DaB sich deren Menge in gestandenem Mazerationssaft vergréBert, ist 
nicht zu vermeiden, da proteolytische Prozesse durch die vorhandenen 
eiweiBspaltenden Fermente ausgelést werden. Die mit Hefensaft ein- 


1) H.v. Euler und E£. Brunius, H. 161, 266, 1926. Die dort gestellte 
Frage der Autoren, was wir unter ,,natiirlichen Verhaltnissen“ verstehen, 
erfahrt, wie wir glauben, unzweideutig aus dem Zusammenhang ihre Be- 
antwortung. v. Huler und Josephson schreiben (H. 158, 8, 1926), ,,da8 
ein in alkalischer Lésung aus Glucose entstehendes Umwandlungsprodukt 
mit der Aminogruppe reagiert‘‘. Dagegen hatten wir im betonten Gegensatz 
zu jeder Methodik, die eine Zugabe irgendwelcher Katalysatoren beansprucht, 
es gerade vermieden, die von Natur aus gegebene Wasserstoffionenkonzen- 
tration der Komponenten zu andern und eine Entfernung vom Neutral- 
punkt herbeizufiihren. Die Herstellung der Neutralitétszone (pg = 7) 
erwies sich als notwendig bei der Asparaginséiure und Glutaminsiure, 
die an sich starke Saéuren sind, aber nach C. Neuberg und M. Kobel (diese 
Zeitschr. 174, 465, 1926) sowie M. Bergmann, F. Stern und Ch. Witte (A. 
449, 282, 1926) neutral reagierende Mono-natriumsaize bilden. Natiirlich 
muBte auch der Hexose-di-phosphorséure-ester, der erhebliche Aciditit 
aufweist, in Form eines neutralen Salzes verwendet werden. Nachdem 
nun v. Euler und Brunius den von uns hervorgehobenen Unterschied im 
Verhalten von Fruchtzucker und Glucose bei der momentan sich ab- 
spielenden Erscheinung anerkennen, bestehen unseres Erachtens keine 
tatsichlichen Divergenzen gegeniiber den interessanten Befunden dieser 


Autoren. 
2) C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 179, 451, 1926. 
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tretenden Drehungsinderungen kénnen somit nur auf die Gesamtheit 
der Zellinhaltsstoffe, nicht aber allein auf genuines Hefeneiwei8B bezogen 
werden. Der Hefensaft selbst erlangt nach einiger Zeit eine konstante 
Rotationskraft. In diesem Zustande reagiert er dann auf das deutlichste 
mit Fruchtzucker, mit Hexose-di-phosphorsiure, mit dem aus letzterer 
durch kiinstliche Dephosphorylierung bereiteten Neubergschen Hexose- 
mono-phosphorsiure-ester sowie mit dem auf dem Géarungswege 
gewinnbaren isomeren Zymo-mono-phosphat von Robison. Die Drehungs- 
anderungen sind teils nach rechts, teils nach links gerichtet. 

Zur Vervollstandigung haben wir nunmehr Versuche mit normalem, 
ganz frischem Pferdeserum ausgefiihrt, das, wenn iiberhaupt, nur einer 
geringfiigigen Autolyse unterliegt. 

Dabei hat sich ergeben, daB Glucose und Fructose im Gemisch mit 
Serum eine Drehungsinderung gegeniiber dem Betrag erleiden, der 
sich aus der Ablenkung der ungemischten Komponenten ergibt. Die 
Drehungsinderung, die Fructose verursacht, ist nach links gerichtet, 
die von Glucose bewirkte ist schwicher und weist nach rechts. Die 
Ausschlage sind aber von geringerer GréBenordnung als bei den 
Systemen Fruchtzucker und einfachen Aminosiuren. 

Die mit Albumosen und Peptonen erzielten Daten wollen wir 
vorlaufig nicht anfiihren; denn die kiuflichen Priparate dieser 
EiweiBabbaustufen sind Gemische von Kérpern sehr verschiedener 
MolekulargréBe und enthalten, wie wir fanden, auch Ammonium- 
salze sowie Spaltungsprodukte von Nucleinsiuren. Dab diese Stoffe 
mit den Zuckern reagieren kénnen, haben wir schon in unserer letzten 
Mitteilung erwaihnt. Wir wollen aber gereinigte Proteosen zum Gegen- 
stand einer ausfiihrlicheren Priifung machen; Caseinpepton besonderer 
Fertigung ergab im Zucker-Misch-Versuch keinen Effekt. 

Deutlich zeigte sich weiterhin, daB die bisher in threm Verhalten 
zu Aminosduren nicht untersuchten drei Hexose-mono-phosphorsdure- 
ester erhebliche polarimetrische Ausschldge liefern. Wiederum waren 
es Asparaginat und Glutaminat, die beim Robdisonschen Ester, beim 
Neubergschen Ester und beim Glucose-mono-phosphat (aus Rohrzucker- 
mono-phosphorséure) die starksten Drehungsinderungen veranlaBten. 
Auffallenderweise sind Alanin und Harnstoff den genannten Zucker- 
phosphaten gegeniiber ohne wesentlichen EinfluB (Tabellen III, IIa, 
IV, IVa, VIII, Villa, IX, IXa, XIII, XIlla, XIV, X1Va), waihrend 
sich Asparaginat und Glutaminat, wie erwahnt, auch gegeniiber ein- 
facher Fructose in dieser Beziehung als die wirksamsten Aminosauren 
erweisen. Es ist unentschieden, ob man in dieser, wie auch immer 
gearteten, durch den polarimetrischen Effekt gekennzeichneten Be- 
ziehung zwischen Zucker und Aminosiure den Auftakt zu den 
komplexen und destruktiven Umsetzungen erblicken darf, die im 

18* 
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Verlauf der Entstehung von Humin sich abspielen. DaB im Neu. 
tralisationsbereich die Glucose nicht deutlich auf die erwahnten 
Eiweibspaltungsprodukte anspricht, zum Unterschiede von der augen. 
blicklich reagierenden Fructose, wiirde an sich zu einer solchen An. 
- nahme keinen Gegensatz bedeuten, weil ja die Huminbildung unte: 
Verhaltnissen erzwungen wird, unter denen auch der Traubenzucker 
labil wird. 

Unsere Feststellungen haben keine Beziehungen zu der von H. Prings- 
heim und M. Winter*) postulierten Kondensation, die zwischen Eiwei{ 
kérpern und reduzierenden Zuckern augenblicklich erfolgen soll. Mit 
vier voneinander unabhangigen Methoden (Dialyse, Ausflockung der Protein: 
bei neutraler Reaktion, Trennung mittels Alkohol und Bestimmung 
nach einem nicht auf Abscheidung von Kupferoxydul?) beruhenden 
Titrationsverfahren) laBt sich, wie Neuberg und Simon an anderer Stelle 
mitteilen werden, dartun, da8 innerhalb der analytischen Fehlergrenzen 
die gesamte angeblich gebundene Kohlenhydratmenge als freier Zucker 
nachzuweisen ist. 


Tabelle I. 


m/2 hexose-mono-phosphorsaures Natrium (nach Neuberg) + 2m 
Natrium-asparaginat. pq = 7,0. 





3ccm m/2 3ccm 2m A J 
+ 3ccm 2m (Il = 1 den 
Asparaginat 


Hexosephosphat Asparaginat 
+ 3ccm Wasser + 3ccm Wasser 


Zu Beginn . . + 0,92° — 0,66° + 1,07° 0,81° 
Nach 1 Std. . . + 0,92 — 0,66 + 1,06 0,80 
“er fee + 0,91 —0,66 — + 1,06 0,81 
My ae + 0,92 — 0,65 + 1,06 0,79 
tla ws +- 0,92 — 0,65 + 1,06 0,79 


Drehungsaénderung nach rechts. 


bal 


Tabelle Ia. 


m/2 hexose-mono-phosphorsaures Natrium (nach Neuberg) + 2m 
Natrium-asparaginat. pq = 7,0. 





3 ccm m/2 
3cem m/2 3ccm 2m 
Hexosephosphat Asparaginat = — l ‘i 
+ 3ccm Wasser + 3ccm Wasser Asparaginat ine i 


Zu Begim . . + 0,92 — 0,66° + 1,06° 0,80° 
Nach 1 Std. . . + 0.92 — 0,66 + 1,08 0,82 
anes ergs + 0,92 — 0,66 + 1,07 0,81 


Drehungsanderung nach rechts. 


1) H. Pringsheim und M. Winter, B. 60, 278, 1927. 

*) Besonders halten Albumosen und Peptone betrichtlich Kupfer- 
oxydul in Lésung, wie schon friiher hervorgehoben ist (C. Newberg un 
M_ Ishida, diese Zeitschr. 37, 142, 1911 und 48, 503, 1912). 
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Tabelle Il. 


m/2 hexose-mono-phosphorsaures Natrium (nach Neuberg) 


2m 
Natrium-glutaminat. pg = 7,0. 





3ccm m/2 
Zeit Hexosephosphat 
+ 3ccm Wasser 


3ccm m/2 

3com2m i y 
Glutaminat | we" + (l ~ 
+ Seem Wasser Glutaminat = - 
Zu Beginn .. + 0,90° ‘ + 0,76° 0,28° 
Nach 1 Std... -+- 0,90 A + 0,75 0,27 
aa, « % + 0,91 At + 0,76 0,27 
— |e +- 0,90 At + 0,76 0,29 
Drehungsaénderung nach rechts. 


Tabelle Ila. 
m/2 hexose-mono-phosphorsaures Natrium (nach Neuberg) 
Natrium-glutaminat. pq = 7,0. 





3ccm m/2 
3ccm m/2 3ccm 2m 
Hexosephosphat Glutaminat o> J 

+ 3ccm Wasser + 3ccm Wasser ) Fm Lng (Il = 1 dem) 

. | 
Zu Beginn .. + 0,91° 
Nach 1 Std. . . + 0,91 

ae ‘ 


— 0,42° + 0,80° 
— 0,42 +- 0,79 
+ 0.91 — 0,42 


031° 
0,30 
+ 0,80 0.31 
Drehungsanderung nach rechts. 


Tabelle III. 


hexose-mono-phosphorsaures Natrium (nach Newberg) + 
d,l-Alanin. py = 7,0. 


m/2 





3cem m/2 Hexose- 3ccm m/2 Hexose- 
Zeit a 


pho t 
+ 3ccom Wasser + 3ccm 2m d,|-Alanin 


Zu Begimn ..... + 0,90° + 0,96° 
Nach 1 Std. + 0,90 + 0,96 
7. ear + 0,90 + 0,97 
~— ae a + 0,90 + 0,96 
Drehungsainderung nach rechts. 


Tabelle IIT a. 


m/2 hexose-mono-phosphorsaures Natrium (nach Neuberg) + 2 m 
d,l-Alanin. py = 7,0. 





3ccm m/2 Hexoses 
Zeit phosphat 
+ 3ccm Wasser 


3ccm m/2 Hexose- J 
phosphat 
+ 3ccm 2m d,}-Alanin (1 = 1 dem) 
Zu RAE + 0,91° + 0,97° 0,06° 
Nach 2Stdmn. .... + 0,91 + 0,96 0,05 
5 + 0,91 + 0,97 0,06 
Drehungsanderung nach rechts. 
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Tabelle IV. 


m/2 hexose-mono-phosphorsaures Natrium (nach Newberg) + 6m 
Harnstoff. py = 7,0. 





3ccm m/2 Hexose- 3ccm m/2 Hexose- 
Zeit phosphat osphat 
+ 3ccm Wasser + 3ccm 6 m Harnstoff (1 = 1 dem) 


0 =e + 0,92° + 1,020 0,10° 
7 ae + 1,02 0,10 
“es ae ae - + 1,02 0,10 
* ~ ORE + 0, + 1,01 0,09 


rechts. 


Tabelle IV a. 


m/2 hexose-mono-phosphorsaures Natrium (nach Neuberg) + 6m 
Harnstoff. pq = 7,0. 





3ccm m/2 Hexose- 3 com m/2 Hexoses J 
Zeit phosphat phosphat 
+ 3ccm Wasser + 3ccm 6m Harnstoff (1 = 1 dem) 


SO I rin ns trae + 0,92° + 1,02° 0,10° 
Nach 28tdn. .... + 0,92 + 1,01 0,09 
4 eek ca -+- 0,92 + 1,02 0,10 


Drehungsaénderung nach rechts. 


” ” 


Tabelle V. 


m/2 hexose-mono-phosphorsaures Natrium (nach Neuberg) + Pferdeserwn. 





3ccm m/2 Hexose- Seen Sewn 3ccm m/2 4 


Zeit osphat Hexosephosphat 
os 3s Bes + 3ccm Wasser + Seam Seon (1 = 1 dem) 


Zu Beginn .. + 0,92° - — 0,84° 0,04° 
Nach iStd. . . + 0/92 — 0/84 0,04 
+ 0,91 0,85 0,04 

a + 0,92, — 0,84 0,04 
a. are + 0,92 ; — 0,84 0,04 


Drehungsanderung nach rechts. 


” ” 
” 


- 


Tabelle Va. 


m/2 hexose-mono-phosphorsaures Natrium (nach Neuberg) + Pferdeserun.. 








3ccm m/2 Hexose- 3ccm m/2 
: i 3ccm Serum J 
Zeit hosphat Ww Hexosephosphat | 
; + Sten Wasser | + 2ccm Wasser | “1 °3 ccm iron (1 = 1 dem) 


+ 0,93° — 0,83° 0,04° 
+ 0,93 — 0,82 0,05 
+ 0,93 | —0,83 0,04 


Drehungsanderung nach rechts. 
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Tabelle VI. 
m/2 hexose-mono-phosphorsaures Natrium (nach Robison) + 2 m 
Natrium-asparaginat. py = 7,0. 





. 3ccm m/2 Zymo- 
3ccm m/2 Zymos 3 ccm 
monosphosphat 2m Asparaginat — , > om bet d 
+ 3ccm Wasser + 3ccm Wasser 4... Asperaginat (1 = 1 dem) 


Zo Beginn .. + 1,33° — 0,68° + 1,32° 0,67° 
Nach 2Stdn. . + 1,33 — 0,67 + 1,32 0,66 

5 =a 4 + 1,33 — 0,68 + 1,32 0,67 
10 , ae + 1,33 — 0,66 + 1,33 0,66 


Drehungsanderung nach rechts. 


Tabelle Via. 
m/2 hexose-mono-phosphorsaures Natrium (nach Robison) + 2m 
Natrium-asparaginat. pq = 7,0. 





, 3ccm m/2 Zymo- 

3ccm m/2 Zymo- 3ccm , 
monosphosphat 2m Asparaginat > 
+ 3ccm Wasser + 3com Wasser 5. As saginat 


Zu Beginn . . + 1,33° + 0,68° + 1,31° 
Nach 1Std. . . + 1,33 + 0,68 + 1,30 
+ 1,33 + 0,67 + 1,31 


Drehungsanderung nach rechts. 
Tabelle VII. 


m/2 hexose-mono-phosphorsaures Natrium (nach Robison) + 2m 
Natrium-glutaminat. pg = 7,0. 





3ccm m/2 Zymos 3ccm 2m Glut. SS | 
monosphosphat aminat + Seam | (1 = Idem) 
+ 3ccm Wasser + 3ccm Wasser 2m Glutaminat [| me 


Zu Beginn . . + 1,33° — 0,47° }. } 0,30° 
Nach 1 Std... + 1,33 — 0,47 16 0,30 

2 a + 1,34 — 0,46 ; 0,29 
+ 1,33 — 0,46 ‘ 0,30 


Drehungsanderung nach rechts. 


= » 


Tabelle Vila. 
m/2 hexose-mono-phosphorsaures Natrium (nach Robison) + 2m 
Natrium-glutaminat. pg = 7,0. 





3ccm m/2 Zymo:s 3ccm 2 m Gluts 
monosphosphat aminat 


+ 3ccm Wasser + 3com Wasser Glutaminat 


Zu Beginn . . + 1,33° — 0,45° 
Nach 1 Std... . + 1,33 — 0,45 
+ 1,33 — 0,46 


Drehungsanderung nach rechts. 
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Tabelle VIII. 


m/2 hexose-mono-phosphorsaures Natrium (nach Robison) + 2m 
d,l-Alanin. py = 7,0. 





3ccm m/2 Zymo-mono: y 


pbosphat i 
Tr 3ccm 2m d, 1-Alanin (1 = 1 dem) 


3ccm m/2 Zymo-mono- 
phosphat + 3ccm Wasser 


Zeit 

Zu ae 33° + 1,35° 0,02° 
Nach 2 Stdn.. . : + 1,35 0,01 
24 a 3E + 1,34 0,01 


y ” 


eee 3° + 1,34 0,01 


Tabelle VIII a. 


m/2 hexose-mono-phosphorsaures Natrium (nach Robison) + 2m 
d,l-Alanin. pg = 7,0. 





Zeit 3ccm m/2 Zymosmonos 3ccm m/2 Zymo-monoy J 


phosphat = ) 
phosphat + 3ccm Wasser + 3com 2m 4, bAlenin (| = 1dem 


Zu Beginn . . . | + 1,32° + 1,33° 0,01° 
Nach 2 Stdn.. . + 1,32 + 1,32 0,00 
4 = 


4- 1,32 + 1,33 0,01 


s ” 


Tabelle IX. 


m/2 hexose-mono-phosphorsaures Natrium (nach Robison) + 6 m 
Harnstoff. pq = 7,0. 





3eccm m/2 Zymosmono: 3ccm m/2 Zymo-mono- J 


Z 
—_ phosphat + 3ccm Wasser > Seam re He stoff (1 = Idem) 


om + 1,33° + 1,36° 0,03° 
Nach 2 Stdn.. . + 1, + 1,36 9,02 
“te + 13% + 1,36 0,03 
~ a ‘ + 1,3: + 1,36 0,03 


Drehungsanderung nach rechts. 


Zu inn . 


Tabelle IX a. 


m/2 hexose-mono-phosphorsaures Natrium (nach Robison) + 6 m 
Harnstoff. px, = 7,0. 





3cem m/2 Zymo-mono- com m/2 Zymosmonor J 


phosphat + 3ccm Wasser + =... ——_- (| = Idem) 


+ 1,32 | + 1,369 0,04° 
+ 1,32 + 1,36 0,04 
+ 1132 + 136 0.04 


Drehungsanderung nach rechts. 
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Tabelle X. 


m 2 hexose-mono-phosphorsaures Natrium (nach Robison) + Pferdeserum. 





3ccm m/2 Zymo- ’ 3ccm m/2 Zymo- J 
Zeit monosphosphat . — — mono-phosphat yj _) Gum) 
+ 3cecm Wasser — wer + 3ccm Serum stains 


890 — 0,49° 0,01° 

SI — 049 0.01 

a i — 0.50 0.0j 
— + 1.3: i O50 0.92 


Zu Beginn 
Nach 1 Std. . 
2 


2" 


Tabelle X a. 


m/2 hexose-mono-phosphorsaures Natrium (nach Robison) + Pferdeserum. 





3ccm m/2 Zymo- ~ | 3ecm m/2 Zymo- 
Zeit monosphosphat A ae monosphosphat a ¢. ) 
+ 3ccm Wasser = ’ + 3ccm Serum _ 


Zu Beginn .. + 1,33° 80 047° 0,00° 
Nach 2 Stdn. . + 1,33 Si 0,46 0.01 
+ 1,32 : 0,46 0,02 


Tabelle XI. 


m/2 glucose-mono-phosphorsaures Natrium (aus Saccharophosphat) + 2m 
Natrium-asparaginat. pq = 7,0. 





3ccm m/2 Glucoses 3ccm2mAsparas 3ccm m/2 Glucose- a 
Zeit phosphat ginat phosphat + 3 ccm al 
+ 3ccm Wasser + 3ccm Wasser 2m Asparaginat 


Zu Beginn .. + 0,55° — 0,68° + 0,44° 
Nach 1 Std... + 0,53 — 0,66 + 0,46 
2 + 0,54 — 0,67 + 0,46 

+ 0,54 — 0,67 + 0.45 


Drehungsaénderung nach rechts. 


Tabelle XIa. 


m/2 glucose-mono-phosphorsaures Natrium (aus Saccharophosphat) + 2m 
Natrium-asparaginat. pq = 7,0. 





3ccm m/2 Glucoses 3ccm2m Asparas 3ccm m/2 Glucose- Jj 
Zeit phosphat ginat phosphat + 3 ccm 6 = téem) 
+ 3ccm Wasser + 3ccm Wasser 2m Asparaginat —— 


Zu Beginn .. + 0,55° — 0,67° + 0,42° 0,54° 
Nach 1 Std... + 0,54 — 0,66 + 0,44 0,56 
+ 0,54 — 0,66 +044 0,56 


9 ” 


Drehungsanderung nach rechts. 
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Tabelle XII. 


m/2 glucose-mono-phosphorsaures Natrium (aus Saccharophosphat) + 21» 
Natrium-glutaminat. pg = 7,0. 





3cem m/2 Ghucosee 3ccm 2m Glut» 3ccm m/2 Glucoses 
Zeit phosphat aminat phosphat + 3 ccm 


+ 3ccm Wasser + 3com Wasser 2m Glutaminat | = ! dem 


Zu Beginn .. + 0,53° —- 0,44° + 0,23° 0,14° 
Nach 1 Std... . + 0,5 — 0,44 + 0,24 0,14 
ee x + 0,55 — 0,43 + 0,24 0,12 
i. +5 + 0,54 — 0,44 + 0,24 0,14 


Drehungsénderung nach rechts. 


Tabelle X IIa. 


m/2 glucose-mono-phosphorsaures Natrium (aus Saccharophosphat) + 2m 
Natrium-glutaminat. pq = 7,0. 





3ccm m/2 Glucosee 3ccm 2m Glut | 3ccm m/2 Glucose: Jd 
Zeit phosphat aminat phosphat + 3 ccm ee Be 
+ 3ccm Wasser + 3ccm Wasser 2m Glutaminat = oe 
Zu Beginn .. + 0,52° — 0,43° + 0,21° 0,12° 
Nach 2 Stdn. . | + 0,52 — 0,48 + 0,22 0,13 
+ 0,53 — 0,43 + 0,22 0,12 


” ” 


Drehungsinderung nach rechts. 


Tabelle XIII.° 


m/2 glucose-mono-phosphorsaures Natrium (aus Saccharophosphat ) 
d,l-Alanin. py = 7,0. 





3ccm m/2 Glucosesmonos i 


+ 3ecm 2 
ew = (1 = 1 dem) 


Zeit 3ecm m/2 Glucose-monos | 
phosphat + 3 ccm Wasser 


52° + 0,52° 0,00° 
Bi + 0,51 0,01 


Zu Beginn . ,f 
Bi + 0,51 0,01 


Nach 2 Std. 


” ” 


Tabelle XIII a. 


m/2 glucose-mono-phosphorsaures Natrium (aus Saccharophosphat) + 2m 
d,l-Alanin. py = 7,0. 





' B 3ccm m/2 Glucosesmono- Ja 
3ccm m/2 Glucosesmonos 
phosphat + 3ccm Wasser Phosphat < Secm2m = (y 1 dem) 


0,53° + 0,52° 0,01° 
0,54 + 0:53 0,01 
0,54 + 0.53 0,01 





Ve 


m/2 


Zu B 
Nach 


Zu | 


Naci 
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Tabelle XIV. 


2 glucose-mono-phosphorsaures Natrium (aus Saccharophosphat) + 6m 
Harnstoff. py = 7,0. 





3ccm m/2 Glucosesmono: J 


° 3ccm m/2 Glucose-mono- ~ 
Zeit phosphat + 3ccm Wasser os + Sem 6m (l = 1 dem) 


Zu Begimn. . . + 0,55° + 0,52° 0,038° 
Nach 1 Std... + 0,53 + 0,51 0,02 
Be «+ + 0,54 + 0,52 0,02 
ot eae + 0,54 + 0,52 0,02 


Drehungsaénderung nach links. 


Tabelle XIV a. 
m 2 ghucose-mono-phosphorsaures Natrium (aus Saccharophosphat) + 6m 
Harnstoff. py = 7,0. 





3ccm m/2 Glucose-monos | J 


3cem m/2 Glucosesmonos - 
phosphat + 3ccm Wasser Paes + Soe 6m | Kl = 1 dem) 


53° + 0,49° 0,04° 
54 + 0,50 0,04 
54 + 0,50 0,04 


Za Beginn . 


—_ Ri 
Nach 1 Std. . . Vf 
6 


- « . t 


Drehungsanderung nach links. 


Tabelle XV. 
m/2 glucose-mono-phosphorsaures Natrium (aus Saccharophosphat ) 
+ Pferdeserum. 





3cem m/2 Glucose Seem Sasem 3ccm m/2 Glucose , 


+ deem’ Wasser + Seem Wasser, UCP Strum (= I dom) 


Zu Beginn. . . + 0,549 — 1,79° - 1,24° 0,01° 
Nach 1 Std. . . + 0,52 — 1,79 — 1,25 0,02 
‘. bi ag + 0,53 — 1,80 — 1,25 0,02 
sj See + 0,53 — 1,80 — 1,26 0,01 


Tabelle X Va. 
m/2 glucose-mono-phosphorsaures Natrium (aus Saccharophosphat ) 
Pferdeserum. 





3cem m/2 Glucose: | Seem Seam |3ecm m/2 Glucose- J 


colt oepast hosphat , 
+ 3ccm Wasser + 3ecm Wasser | + Mie (1 = I dem) 


Zu Begimn . . + 0,53° — 1,80° — 1,24° 008° 
Nach 1 Std. . . + 0,53 1,81 — 1,24 0,04 
2 Te + 0,53 — 1,80 — 138 0.04 





284 Cc 


. Neuberg u. M. Kobel: Verhalten der Hexosen usw. 


Tabelle X VI. 
3m Glucose + Pferdeserum. 





Zeit 


Zu Beginn 


Nach 2 Std. . . 


_— i 
» 2 


3 ccm 3m Glucose 
+ 3ecm Serum 


3ccm Serum 


3 ccm 3m Glucose 
+ 3ccm Wasser 


+ 3ccm Wasser 


+ 13,67° 
+ 13,53 
+ 13,50 
+ 13,51 


— 1,88° 
— 1,88 
— 1,88 
— 1,88 


Drehungsanderung nach rechts. 


+ 11,90° 
+ 11,78 
+ 11,74 
+ 11,74 


Tabelle X VIa. 


3m Glucose + Pferdeserum. 


J 
d = Idem 


0,11 
0,13 
0,12 
0.11 





Zeit 


Zu Beginn 


Nach 2 Std. 


. * « 
» 4 


3 ccm 3m Glucose 
+ 3ccm Serum 


+ 11,90° 
+ 11,73 
+ 11,73 
+ 11,71 


3cem Serum 
+ 3ccm Wasser 


3 ccm 3m Glucose 
+ 3ccm Wasser 


- 1,88° 
— 1,89 


+ 13,70° 
+ 13,51 
+ 13,51 — 1,88 
+ 13,50 — 1,88 


Drehungsanderung nach rechts. 


Tabelle XVII. 
3m Fructose + Pferdeserum. 


J 
(1 = 1 dem) 


0,089 
0,11 
0,10 
0,09 





Zeit 


Zu Beginn 


Nach 1 Std. 


” 2 n 


” 24 ” 


3 ccm 3m Fructose 
+ 3ccm Serum 


3ecm Serum 
+ 3ccm Wasser 


3 com 3m Fructose 
+ 3ccm Wasser 


— 26,34° 
— 26,24 

— 26,16 — 1,88 
— 26,18 — 1,88 


Drehungsanderung nach links. 


— 1,88° 
— 1,89 


— 28,40° 
— 28,30 
— 28,23 
— 28,26 


Tabelle X VIIa. 
3m Fructose + Pferdeserum. 


J 
a = 1 dem) 


0,18° 
0,17 
0,19 
0,20 





Zeit 


Zu inn . 


Nach 2 Std. . 


» 4, 


3 ccm 3 m Fructose 
+ 3ccm Wasser 


3 ccm 3 m Fructose 
+ 3ccm Serum 


3ccm Serum 
+ 3ccm Wasser 


— 28,32° 


— 28,20 
— 28,21 


— 26,20° 
— 26,10 — 1,88 
— 26,09 — 1,89 


Drehungsanderung nach links. 


— 1,88° 


J 
(il = 1 dem 


0,24° 
0,22 
0,23 
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Uber die Umwandlung 
des Methyl-benzoyl-carbinols durch girende Hefe. 


Von 
Carl Neuberg und Wassili Komarewsky. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Die Acyloine haben eine unerwartete Bedeutung dadurch erlangt, 
daB sie als Naturerzeugnisse aufgefunden sind und an ihnen die 
biosynthetische Kohlenstof{-ketten-verkniipjung zum ersten Male auf fer 
mentativem Wege verwirklicht worden ist. Wenn beispielsweise 
Benzaldehyd mit Zymase und Zucker oder Brenztraubensdure zusammen - 
trifft, so entsteht durch carboligatischen Aufbau bekanntermaBen eine 
stark lavogyre Substanz, die formelgemiB aus einem Molekiil Bitter- 
mandelél und einem Molekiil Acetaldehyd zusammengefiigt ist'). 
Wie man sieht, sind zwei Isomere méglich, die als Phenyl-acetyl- 
carbinol, C,H;.CHOH .CO.CH,, und als Methyl-benzoyl-carbinol. 
CH,.CHOH .CO.C,H,,zu bezeichnensind. Nach den Untersuchungen 
von C. Neuberg und H. Ohle*) kann man durch Grignardierung des carboli- 
gatischen Produktes mittels Phenyl-magnesium-bromid zum a-Methy]- 
a,B-bi-phenyl-athylen-glykol, C,H, .CHOH.C(OH)(C,H,) (CH,), ge- 
langen, und dieses Glykol wird durch Behandlung mit Schwefelsiure 
unter Abgabe eines Mol Wasser in Methyl-phenyl-acetophenon iiber- 
gefiihrt. Daraus ist der SchluB zu ziehen, daB das Ausgangsmaterial 
die Konstitution des 1-Phenyl-acetyl-carbinols besitzt. Mit absoluter 
GewiBheit lassen sich jedoch bei dem Vorgange der Grignardierung 
und der Wasserabspaltung aus dem Glykol Umlagerungen nicht aus- 
schlieBen, die eine Wanderung der Radikale bedingen. Nun hat A. Fa- 
vorsky*) angegeben, daB Hefe iiberhaupt das Methyl-benzoyl-carbinol 
zum Phenyl-acetyl-carbinol isomerisiere. Obgleich nach v. Auwers eine 
solche Umgruppierung den Ubergang eines Systems mit konjugierten 
Doppelbindungen in eines mit nichtkonjugierten bedeutet und als 


1) C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 115, 282, 1921. 
2) C. Neuberg und H.Ohle, ebendaselbst 127, 327, 1922. 
8) A. Favorsky, Bull. Soc. chim. France [4] 39, 219, 1926. 
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unwahrscheinlich angesehen wird, und wenn auch bei der Ahnlichkeit 
welche die beiden Isomeren naturgemiB aufweisen miissen, die voy 
Favorsky bisher mitgeteilten Daten keine véllige Entscheidung zy 
lassen, so haben wir doch im Hinblick auf das Problem der phyto. 
chemischen Reduktion sowie das der carboligatischen Synthese das 
Verhalten des synthetisch leicht zugdnglichen optisch-inaktiven Methyl. 
benzoyl-carbinols (Oxy-propio-phenons) zu gidrender Hefe untersucht 

Friiher hatten namlich C. Newberg und H.Ohle*) bereits Anhalts. 
punkte dafiir gefunden, daB bei der Umwandlung von Benzaldehyd 
durch girende Hefe auBer dem Phenyl-acetyl-carbinol sekundar auch 
dessen Reduktionsprodukt, das a-Methyl-B-phenyl-dthylen-glykol, auf 
tritt; eine sichere Identifizierung war damals aber nicht méglich ge 
wesen. 

Wenn man vom Bittermandelél ausgeht und von dessen einfacher 
phytochemischer Reduktion zum Benzylalkohol?) absieht, so liegt das 
Gleichgewicht des biosynthetischen Prozesses sehr zugunsten des 
Acyloins Phenyl-acetyl-carbinol; nur ein Teil desselben wird zum zu. 
gehoérigen Glykol reduziert. Das entspricht auch anderen Erfahrungen: 
so haben vor Jahren C. Newberg und F. F. Nord*) gezeigt, daB Benzoin 
phytochemisch kaum angegriffen wird, und neuerdings hat (. Nagel. 
schmidt festgestellt, daB die phytochemische Reduktion des Diacetyls 
zwar schlieBlich zum 2, 3-Butylen-glykol fiihrt, daB aber die Stufe des 
Acetoins wihrend dieses biochemischen Prozesses lange persistiert 
ErsichtlichermaBen steht nun das Methyl-benzoyl-carbinol (CH, .C HOH 
.CO .C,H,) seiner chemischen Konstitution nach in der Mitte zwischen 
dem acyklischen Acetoin (CH,.CHOH .CO.CH,) und dem aroma. 
tischen Benzoin (C,H,.CHOH .CO.C,H;), und sein Verhalten bei 
der phytochemischen Reduktion ist ungefahr so, wie man es fiir einen 
Ketonalkohol mit gemischten aliphatischen und ringférmigen Radi- 
kalen erwarten darf. 

Das Methyl-benzoyl-carbinol wird von girender Hefe in mittlerer 
Leichtigkeit zum a-Methyl-8-phenyl-athylen-glykol reduziert, und zwar 
erwies sich obergiirige Hefe (von Sinner) in diesem Falle brauchbarer 
als Unterhefe (der SchultheiB-Patzenhofer Brauerei). Mit letzterer 
entstand das Glykol; es gelang uns aber hier nicht, den durch sein 
Reduktionsvermégen gegeniiber Fehlingscher Mischung sich leicht ver- 
ratenden Ketonalkohol ganzlich zu hydrieren. Die obergirige Hefe 
bewirkte hingegen diese Umwandlung recht glatt; das Ausgangs- 
material verschwand praktisch vollkommen. 


1) C. Neuberg und H. Ohle, diese Zeitschr. 128, 610, 1922. 
2) C. Neuberg und E. Welde, ebendaselbst 62, 477, 1914. 
3) C. Neuberg und F. F. Nord, B. 52, 2251, 1919. 
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Das gemischte Glykol, CH,.CHOH.CHOH.C,H,, enthalt 
zwei asymmetrische Zentren. Entsprechend allen bei der phytochemi- 
schen Reduktion gemachten Erfahrungen trat auch das a-Methyl- 
3-phenyl-dthylen-glykol in stark aktiver, und zwar in lévogyrer Form 
auf, indem das Methyl-benzoyl-carbinol asymmetrisch hydriert wird’). 

Diese Ergebnisse lehren, daB jedenfalls das Glykol, das zu beiden 
someren Acyloinen gehért, auf phytochemischem Wege gebildet 
werden kann und bei der Bilanz der biochemischen Umwandlung von 
Benzaldehyd beriicksichtigt werden muB. 


Experimentelles. 


Das benutzte Methyl-benzoyl-carbinol (Oxy-propio-phenon) wurde 
nach den Angaben von K. v. Auwers*) bereitet. Das Ausgangsmaterial 
pildete das a-Brom-propiony]-bromid, das nach N. Zelinsky*) gewonnen 
worden war. Dieses Bromid wurde nach der Friedel-Crajtsschen Synthese 
mit reinem Benzol durch Aluminiumchlorid kondensiert. Das ent- 
standene a-Brom-propio-phenon wurde darauf mit essigsaurem Kalium 
in das Acetat des Methyl-benzoyl-carbinols verwandelt und dieses 
schlieBlich zum freien Ketonalkohol verseift. 


Versuch 1. 


200 g Traubenzucker wurden in 2 Liter Leitungswasser gelést und 
mit 200g Unterhefe versetzt. Nach dem Eintritt lebhafter Garung 
wurde tropfenweise eine Lésung von 10 g des Acyloins in 10 cem Athyl- 
alkohol hinzugefiigt. Bei langsamer Zugabe fand keine Unterbrechung 
der Garung statt, jedoch erfolgte eine voriibergehende Schwiichung 
der _Kohlenséureproduktion. Nach einem Tage war der Zucker ver- 
schwunden; denn eine mit Hefe nochmals versetzte kleine Probe des 
Girgemisches entwickelte kein Kohlendioxyd mehr, wohl aber auf 
emeuten Zusatz von Zucker. Das im urspriinglichen Girgut fest- 
stellbare Reduktionsvermégen war also auf noch wnverandertes Ketol 
zu beziehen. Deshalb wurden abermals 100 g Traubenzucker in 200 ccm 
Wasser und 100g frische Unterhefe hinzugetan. Diese Behandlung 
wurde zweimal wiederholt. Trotz vélliger Endvergirung des Zuckers 
hinterblieb noch immer eine siedende Fehlingsche Lésung schwach 
reduzierende Fliissigkeit. Dessenungeachtet schritten wir zur Auf- 
arbeitung, die folgendermaBen geschah. 

Das filtrierte Gargut wurde fiinfmal mit sehr reichlichen Mengen 
Ather ausgeschiittelt. Die gesammelten Atherextrakte wurden vereinigt, 


1) Vgl. hierzu C. Neuberg und E. Simon, diese Zeitschr. 179, 443, 1926. 
2) K. v. Auwers, B. 50, 1177, 1917. 
%) N. Zelinsky, B. 20, 2026, 1887. 
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etwa auf 500 ccm konzentriert, iiber gegliihtem Glaubersalz getrocknet 
und alsdann vollkommen eingeengt. Der Riickstand, ein gelbliches ()), 
wurde nunmehr im Vakuum destilliert. Aufgefangen wurden zwe; 
Fraktionen, naimlich eine solche, die zwischen 110 bis 140° und eine 
solche, die von 141 bis 152° iiberging. Der erste Anteil wog 2,2 ¢ und 
der zweite Anteil 5,8 g (Druck 15mm). Die erste Portion enthielt 
deutliche Mengen unveranderten Acyloins, die zweite reduzierte Fehling. 
sche Mischung in wasseriger Suspension nur maéBig. Wir versuchten aus 
ihr nach Aufnahme in Ather die Reste anhaftenden Ausgangsmaterials 
durch Ausschiittelung mit Natriumbisulfit zu entfernen. Dazu ver. 
wendeten wir aber die Fraktion zusammen mit einer analogen, die im 
Versuch 2 abgeschieden worden war. 


Versuch 2. 


Ein mit 300 g Zucker, 800 g Unterhefe und 10 g Ketonalkohol vor. 
genommener Ansatz lieferte wiederum zwei Fraktionen. Die Siede- 
punkte lagen hier giinstiger, indem bei 80 bis 120° zuerst 1 g und bei 
121 bis 124° dann 5,1 g vollkommen farbloser Substanz gesammelt 
werden konnten (Druck 0,5mm). Die héher iibergegangene Portion von 
Versuch 1 wurde mit der von Ansatz 2 vereinigt. Beide reagierten 
schwach sauer infolge eines Gehalts an Benzoesiure; letztere konnte 
dem in Ather gelésten Material durch Ausschiitteln mit fast gesittigter 
Sodalésung entzogen werden. Wir versuchten darauf, die in dem Gemisch 
noch vorhandene Menge Ketonalkohol durch wiederholtes Ausschiitteln 
mit einer 25proz. Lésung von Natriumbisulfit zu entfernen; dies 
gelang jedoch nur unvollkommen. Nach Waschen der Atherlésung mit 
Wasser und abermaliger Behandlung mit verdiinnter Sodalésung 
hinterblieb beim Verdampfen des Athers ein 01 (3g), das zwar zur 
Hauptmenge aus dem Glykol bestand, aber immer noch Fehlingsche 
Mischung, wenn auch schwach und nur in der Hitze, reduzierte, wahrend 
reiner Ketonalkohol schon in der Kalte kraftig auf die alkalische Kupfer- 
mischung anspricht. 

Versuch 3. 


Ein weit besseres Resultat lieferte die Vornahme der phyto- 
chemischen Reduktion mit obergiriger Brennereihefe der Firma Sinner 


200 g Rohrzucker in 2 Liter Wasser wurden mit 200 g der ober- 
garigen Hefensorte zur Girung gebracht und langsam mit einer Lésung 
von 10 g des gemischten Acyloins in 10 com Weingeist versetzt. Nach 
24 Stunden war mit der sehr girtiichtigen Hefe aller Zucker vergoren 
und auch das Reduktionsvermégen des Ketonalkohols vollkommen 
verschwunden. Da méglicherweise in der Verdiinnung die Reduktions- 
kraft des Methyl-benzoyl-carbinols sich nicht geltend machen wiirde 
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so haben wir zur Sicherheit noch einmal 100 g Saccharose in 500 cem 
Wasser und 100g derselben Oberhefe hinzugefiigt. 


Am nichsten Tage wurde das zuckerfrei gewordene und filtrierte 
Gargut in der zuvor beschriebenen Weise mit Ather ausgeschiittelt. Die 
analoge Aufarbeitung lieferte nach Vertreibung des Athers ein dickes 
Liquidum, das nur ganz spurenhaft auf kochende Fehlingsche Lésung 
einwirkte. Die Entfernung von anhaftender Séiure wie von Ausgangs- 
material (durch Bisulfit) gliickte vollkommen. Wir erhielten 3,3 g des 
Glykols vom Siedepunkt 118° (1 mm Druck). 


Die Analyse zeigte die Reinheit der Substanz an, auch gelang 
die Oxydation zum intensiv reduzierenden Keto] und dessen Ab- 
scheidung als charakteristisches p-Nitro-phenyl-osazon. 


Das Glykol war lavogyr: 
[a], = — 15,15° 
(a — 15,18, t=le 100). 


Zum Vergleich haben wir optisch-inaktives a-Methyl-f-phenyl- 
aithylen-glykol nach der Vorschrift von Th. Zinke und K.Zahn') be- 
reitet. Das kiinstlich bereitete Material kristallisiert in zwei Modi- 
fikationen. Unsere optisch-aktive Form haben wir zunichst*) nicht zur 


Kristallisation bringen kénnen. Der Siedepunkt beider war jedoch 
identisch, indem das synthetische Erzeugnis unter gleichen Bedingungen 
bei 117° sott. Schon éfter ist beobachtet, daB inaktive Form und optisch- 
aktive Komponenten ungleiche Aggregatzustande besitzen oder ver- 
schieden leicht kristallisieren, jedoch praktisch iibereinstimmende Siede- 
punkte aufweisen. Dasselbe Verhalien ist auch hier festzustellen. 


0,1417 g Substanz; 0.3666 ¢ CO, und 0,1060 ¢ H,O. 


C,H,.O,. Ber.: C = 71,05 Proz.; H = 7,90 Proz.; 
gef.: C = 70,56 ,, 7 ot-OF4.. .«. ¢ 


Zur Riickverwandlung in Acyloin wurde 1,0 g des bio-synthetisierten 
Methyl-phenyl-athylen-glykols in bekannter Weise mit 3,0 ccm Salpeter- 
siure von 58 Gewichtsprozent erwarmt, bis heftige Gasentwicklung 
eintrat; die Reaktion wurde nunmehr bei Zimmertemperatur zu Ende 
gefihrt. Das mit Wasser verdiinnte 0] reduzierte — im Gegensatz 


1) Th. Zinke und K. Zahn, Ber. 48, 849, 1910. 

2) Nach viermonatiger Aufbewahrung erfolgte partielle Kristallisation 
des Sirups. Der auf Ton abgezogene und aus Ather plus Ligroin um- 
kristallisierte Teil schmolz unscharf bei 70 bis 73° (Isomeren-gemisch ?). 
Identifizierung durch Reoxydation zum Acyloin und durch dessen Uber- 
fiihrung in das p-Nitrophenylosazon (s. 8S. 290). 
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zum Ausgangsmaterial — jetzt Fehlingsche Mischung stark schon i: 
der Kalte. 

Nach Zugabe von 6,0 g Natrium-acetat wurde sodann 3 Stunde: 
lang mit einer alkoholisch-essigsauren Lésung von 4,5 g p-Nitro-pheny! 
hydrazin erhitzt. Die abgeschiedenen rotbraunen Flocken wurden mit 
verdiinnter Essigsiiure, Alkohol und Ather gewaschen. Nach dem 
Umkristallisieren aus einem Gemisch von Nitrobenzol plus Eisessig 
erhielten wir purpurrote Nadeln vom Schmelzpunkt 263 bis 264° 
sie stellen das p-Nitro-phenylosazon des Methyl-phenyl-acyloins dar 
das auch Newberg und Hirsch (1. ¢.) zur Abscheidung des Ketols benutzt 


hatten. 
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Zur Kenntnis des Jods als biogenes Element. 


IX. Mitteilung: 


Uber Wachstumsbeschleunigung an jungen Ratten bei Verfiitterung 
jodangereicherter Kost an das laktierende Muttertier. 


Von 


E. Maurer und St. Diez. 
(Aus der Universitaéts-Kinderpoliklinik in Miinchen.) 


(Eingegangen am 22, Dezember 1926.) 


Die im Experiment mehrfach festgestellte Tatsache, da®B das Schild- 
driisensekret und im besonderen sein als Jodothyrin bezeichneter Bestand- 
teil eimen Einflu8 auf Wachstum und Stoffwechsel auszuiiben vermag 
(Bircher, Magnus-Levy u. a.), legt den Gedanken nahe, zu priifen, ob auch 
dem Jod, dessen Bedeutung fiir die Wirksamkeit des Schilddriisenhormons 
seit Oswald bekannt ist, auch allein und fiir sich imstande sei, einen det 
Wirksamkeit der Schilddriise und ihres Sekrets &hnlichen Einflu8 zu nehmen. 

Versuche nach dieser Richtung sind in den letztvergangenen Jahr- 
zehnten mehrfach unternommen worden. So berichtet Hildebrand iiber 
Gasstoffwechselversuche an Ratten nach Einverleibung geringer Mengen 
von Jodkali, welche iiberraschenderweise eine Herabsetzung des O,-Ver- 
brauchs der Versuchstiere ergaben. Grabfield, Alpers und Prentiss sahen 
nach Jodkaligaben von 6 mg pro Kilogramm Kérpergewicht eine Erhéhung 
der Stickstoffausscheidung im Harn und eine Erhéhung des Reststickstoffs 
im Blute. Slauk und Hanebuth bestatigen diesen Befund und berichten 
von einer 20- bzw. 40proz. Steigerung des Reststickstoffs im Blute nach 
einmaliger hochdosierter Gabe von Jodnatrium bzw. Jodkalium. Auch 
Chistoni sah auf Jodkali eine Steigerung der Stickstoffausfuhr mit erheb- 
licher Vermehrung der Harnséure- und Purinbasenausscheidung. Kelly 
dagegen berichtet, daB er bei Zugabe kleinster Jodmengen zur Kost junger, 
wachsender Schweine (25 ccm einer %4- bis lproz. Kaliumjodidlésung) 
eine erhebliche Zunahme der Stickstoff- und Phosphorretention bei an- 
nahernd gleichbleibender Calciumretention beobachten konnte. Er nimmt 
an, daB die Wirksamkeit der Jodzugabe mit der Art der Versuchstiere 
wechselt und wahrscheinlich von der Beschaffenheit der im Experiment 
verfiitterten Grundkost abhaingt. Die Chloridausscheidung durch den 
Harn nach Jodalkalidarreichung endlich wurde durch Herzfeld-Gormidor, 
sowie durch Slauk und RBreier gepriift und eine Verminderung derselben 
festgestellt. 

Auch der EinfluB von Jodgaben auf das Gewichtswachstum junger 
Tiere ist mehrfach Gegenstand von Untersuchungen gewesen. An Frosch- 
larven glaubte Swingle bei Zufuhr geringer Mengen von Jod eine Be- 
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schleunigung der Metamorphosen beobachtet zu haben, was allerdings von 
Abelin, Romeis u. a. Nachuntersuchern nicht bestatigt werden konnt: 
Caneron-Carmichael sah, da qualitativ zwar Tyroxin und Schilddriisen- 
substanz denselben Effekt bei Verfiitterung an wachsende Ratten beziiglic|; 
der GréBenzunahme innerer Organe hervorruft, da®B aber quantitativ, 
d. h. auf die Basis des Jodgehalts bezogen, die Wirksamkeit des Thyroxins 
weniger ausgesprochen ist. Ausgehend von der Kendalilschen Hypothese, 
da8 nur ein Viertel des Schilddriisenjods in Verbindung mit dem Thyroxin 
steht, spricht er den Gedanken aus, daB in der Thyreoidea vielleicht noc! 
andere jodhaltige Verbindungen mit ahnlicher Wirksamkeit vorkommen. 
Beobachtungen an gréBeren Tieren berichten Evvard und Culbertson, dic 
in drei Versuchen eine normale (jodarme) und eine mit geringen Mengen 
von Jodkali versetzte Kost fiir die Dauer von mehreren Monaten an 
wachsende Schweine verfiitterten. Sie sahen bei jodangereicherter Kost 
eine 8- bis 13proz. Verbesserung der taglichen Gewichtszunahme und eine 
im Mittel l0proz. Erhéhurg der bei der Schlachtung gewonnenen Fett. 
mengen. Auch der bereits erwaihnte Stoffwechselversuch von Kelly ergah, 
daB die mit jodreicher Kost gefiitterten Schweine eine mittlere Zunahme 
des Lebendgewichts um immerhin 3 Proz. aufwiesen. In gleichem Sinne 
lautet ein Bericht aus dem Staffordsire-Farm-Institut, Ontario, in welchem 
von einer 7proz. Steigerung der Gewichtszunahme junger Schweine hei 
Zufiitterung geringer Jodkalimengen die Rede ist. 

Eigene Versuche, von denen im folgenden berichtet werden soll, 
sind gedacht als erster Teil einer gréBeren Reihe von Arbeiten, welche 
Klarheit dariiber geben sollen, ob durch Jodanreicherung der Kost des 
Muttertieres sich ein EinfluB auf die Entwicklung des Nachwuchses 
erzielen l4Bt. Im vorliegenden Falle ging die Absicht dahin, zu priifen 
ob und in welchem Sinne das Gedeihen und der Stoffwechsel des 
siugenden Muttertieres und der Jungen auf solche Art zu beeinflussen 
sind. Zur Durchfiihrung der Versuche wurde an weiBbe Mutterratten 
von gleicher Herkunft und annihernd gleichem Gewicht, welche samtlich 
wihrend der Tragezeit gleichmaBig mit Kiichenabfillen gefiittert 
worden waren, eine Kost aus Milch und Mais verabreicht, die sich fiir 
die Versuchs- und Normaltiere nur insofern voneinander unterschied. 
als die Kost der Jodtiere auf dem Wege einer Pflanzen- bzw. Tier- 
passage mit Jod angereichert war. Der Mais war auf einem Boden 
gezogen, dessen Diingung' mit einem Zusatz von 0,2 bis 0,3 Gewichts- 
prozent Jodkalium erfolgte. Die an die Versuchstiere verfiitterte 
Milch stammte von Kiihen, welche fiir langere Zeitdauer ein tagliche 
Zulage von 4 mg Jod als Kaliumjodid erhielten. Der Jodgehalt des 
Maises stieg unter dieser Methode von 3,5 y-Proz. der Norm auf rund 
10 y-Proz., mithin etwa auf das Dreifache. Der Jodgehalt der Milch 
verinderte sich von 3,5 y in 100 cem auf 7 y und stieg damit annahernd 
auf das Doppelte der Norm, wihrend die Beschaffenheit annahernd 


unverandert blieb?*). 


1) Vergleiche andere Arbeiten dieser Veréffentlichungsreihe. 
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Bei Zugrundelegung eines mittleren Kostsatzes von 20 ccm Milch 
und 20 g Mais fiir Tag und Tier berechnet sich die Menge des mit Normal- 
kost zugefiihrten Jods im Tage auf rund 2y, bei Versuchskost auf 
rund 4 y. Die Haltung der Tiere erfolgte stets gleichmaBig in geriumigen 
Holzkafigen, deren Boden mit einer éfters gewechselten Torfmull- 
schicht bedeckt war. 

Im ersten Teile des Versuchs wurde durch tagliche Feststellung 
des Gewichts der Jungtiere die Wachstumskurve fiir die Dauer der 
Stillperiode (21 Tage) bestimmt und auch auf Gewichtsverinderungen 
des Muttertieres geachtet. Es ergab sich dabei, daB bei fast véllig 
gleichbleibendem Gewicht der Muttertiere zu Anfang und zu Ende 
der Lactation diejenigen Jungtiere, deren Miitter eine jodreiche Nahrung 
erhielten (J 1 bis J 4), wesentlich besseres Wachstum zeigten als die 
Kontrollen (N1 bis N 4). 

Tabelle I. 
Gewichte der Jungratten (in '/,9 g). 





lag der Geburt. 13.X11 9.11 26.1 6.11 4.0L 8.10. - 27.1. 8.1L 26.11. 
Zah| der Jungen . 5 12 7 10 8 8 8 6 7 7) 

Gew.derjam Anf. 120 1530 150 «6170, «150 «1500 (150) 150) 150-170 
Mutter | . Ende 120 160 140 #170: 1530) «1% 150 150 150 170 


Nr. des Tieres . N1 N2 N3 N4 N5*%)N6*) Mittel J1 J2 | 33 
wert 


Lactationstag 


50 40) 50 45 4 a CCH 
55 45 | 565 46 53 5O 55) 60 50 55 
60 45) 50 45 50 50 55 | 60 65 60 55 
75 455) 65) 50 55) 60 65' 75 70 60 
80 660) 80 55 60) 6 65 75) 85) 80 70 
% %7 9 55 65 6 75 | 90/100 90 80 
105 «85 9H GO, 70) 70 80 120) 110 HO 
110 «90 105) 60) 75, 85 90 135/120 105 100 
9. 120 100 110) 65) 80, 90) 95 145) 135 115 105 
10. 120 105 120 65) 95 100 100 160) 145 120 120 135 
i. 130 «115 130 70 100) 110 165 150 130 125) 140 
12. 135 135 130 80 105 130 175 160 135, 130 150 
13. 140 145 135 90 110 140 175| 170 145 150 160 
14. 155 155 140 105) 115 155 180/175 150 155 170 
15. 165 155 150 110) 125) 165 190 185 165) 160 175 
16. 170 160/155 115 145 170 200| 190 170 170 180 
17. 175 160) 160 125 | 160 170 210/210 180, 185 195 
18. 175 165 160/ 140/170 185 165 220/220 190 195 205 
19. 180 185 165 | 160 180| 190 230 230 190 200 210 
20. 185 190 165 170) 190 195 235 245 190 210 220 
21. 185 210 165 185/195 210 240 265 200 220 230 
*) Tagliche Zulage von 207 Kaliumjodid. 


Im Mittelwerte iiberragt somit das Gewicht der Jungtiere aus den 
Versuchsstammen zu Ende der ersten Lebenswoche um 10 Proz., zu Ende 
der zweiten Lebenswoche und von da ab bis zum Ende der Lactation um 
20 Proz. die entsprechende Norm. Ein zweiter Kontrollversuch, auf den 
an dieser Stelle nur kurz hingewiesen werden soll, wurde mit Zugabe von 


20* 
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taglich 20 y Jod als Kaliumjodid zur Normalkost durchgefiihrt (N 5, N 4), 
Da sich dabei keine den Wirkungen der Versuchskost entsprechende \ 
ainderung des Gewichtswachstums der Jungtiere ergab, wurde er nach ein 
maliger Wiederholung zuriickgestellt und vorlaufig nicht za der spater 2) 
besprechenden chemisch-analytischen Priifung herangezogen. 


Die Menge der uns vorliufig zum Versuch verfiigbaren Futtermitte 
war gering, so daB wir uns mit der Priifung der Wachstumskurven a 
sechs Normalstémmen und vier Versuchsstimmen begniigen mubBte) 
Um so mehr schien es angebracht, die Grundlagen dieses unterschiedliche, 


Verhaltens durch méglichst eingehende Auswertung der Ergebnisse 2, 


iiberpriifen. Zu diesem Zwecke wurde ein Teil der Jungtiere nach Abseh|y 
der Saugperiode beziiglich der Gewichtszunahme weiterhin beobachtet. 


Tabelle II. 


Gewichte der Jungratten in vierter bis sechster Lebenswoche (in ' , 





Normalkost Jodkost 


aa ies N3 yt 33 J 
a 


N2 


21. 210 165 240 200 220 
28. 285 285 330 320 265 
35. 440 445 480 460 360 
42. 540 550 570 550 520 


Es zeigt sich, daB alsbald nach der Abstillung, d. h. rund eine Woc!l 
nach Beginn der Fiitterung mit gemischter Normalkost (Kiichenabfille), 
die Jodtiere nur mehr ein Ubergewicht von 10 Proz., nach weiteren 8 Tagen 
aber bereits wieder ein den gleichalterigen Normaltieren entsprechendes 
Gewicht hatten und nun diesen gleichartig weiter zunahmen. 

Von den Versuchs- und Kontrolltieren wurden je zwei weitere Siitze, 
bestehend aus der Mutterratte und drei gleichgewichtigen Jungratten, am 
21. Tage post partum getétet und auf dem Wege der chemischen Analys 
gepriift. 

Die Technik der Untersuchungen gestaltete sich wie folgt: 

Die Ratten wurden unmittelbar nach dem Tode nochmals gewogen, 
von anhaftenden Unreinlichkeiten befreit und bis zur Untersuchung in 
jodfreiem Alk. abs. aufbewahrt. Zur Vorbereitung der Analyse wurde 
jedes Tier zuerst manuell zerkleinert, dann durch einen Fleischwol! 
getrieben und dieser mit jodfreiem, heiBem Aqua dest. quantitativ nach. 
gespiilt. Der erhaltene Brei wurde auf dem Wasserbad zur Trockne ein- 
gedampft, die getrocknete Masse mehrmals im Mérser zerrieben. Als Ube! 
stand ergab sich dabei, daB die Haare beim Reiben verfilzten und so ‘lie 
Homogenitét der Trockensubstanz beeinfluBten. Auch gelang es nicht 
immer, die Knochenteile so vollkommen zu zerkleinern, daB sie gleich 
maBig durch die ganze Substanz verteilt waren. Bestimmungen von Aschen.. 
Phosphor- und Calciumgehalt, die aus den aliquoten Teilen der Trocken- 
substanz ausgefiihrt wurden, zeigten aus diesem Grunde bei der Wieder- 
holung nicht unwesentliche Abweichungen. In die Tabellen muBte dahet 
ein Mittelwert eingesetzt werden, der sich aus den Ergebnissen mehrfach 
wiederholter Untersuchungen errechnete. Zur Herstellung der T'rocken- 
substanz wird die gesamte Menge der durch Zermahlen gewonnenen Organ 
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ei 103 bis 105° C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die Trockenmasse 
var stark hygroskopisch, so da die Entnahmen fiir die verschiedenen 
Bestimmungen mit Differenzwagung des Wageglischens vorgenommen 
werden muBte. Die Veraschung erfolgt im gewichtskonstanten Porzellan- 
tiegel unter Anwendung geringer Hitze und unter mehrfachem Durch- 
jeuchten mit destilliertem Wasser. Ca-Bestimmung: Die von Silikaten 
befreite Asche wird mit Salzséiure gelést, zur Abscheidung der Phosphor- 
siure mit Ammoniak neutralisiert, Ferrichlorid und Natriumacetat bis zur 
Rotfarbung zugegeben, aufgekocht und hei® rasch filtriert. Der Nieder- 
schlag von Ferriphosphat und basischem Acetat wird mit heiBem, ammon 
acetathaltigem Wasser ausgewaschen (Filtrat I). Der Niederschlag wird 
nochmals gelést, neutralisiert und mit Essigsiure angesiuert, dann mit 
gesattigter Ammoniumacetatlésung versetzt, aufgekocht, filtriert und wie 
ben mit ausgewaschen (Filtrat I1). Filtrat I + Filtrat I] + Ammonium- 
chlorid mit iiberschiissigem Natriumacetat versetzt, wird zum Sieden 
erhitzt, zur siedenden Lésung heiBe gesattigte Ammoniumoxalatlésung 
nugegeben. Es scheidet sich Calciumoxalat aus, das man absitzen laGt. 
Der Niederschlag von Caliciumoxalat wird mit ammoniakalischem Wasser 
ausgewaschen, mit heiBSer verdiinnter Schwefelséure versetzt und die 
schwefelsaure Lésung auf 80 bis 90° erhitzt. Titration in der Hitze mit 
einer n/10 KMnO,-Lésung, bis der letzte Tropfen nicht mehr entfarbt 
wird. Phosphorbestimmung (nach Neumann-Gregersen): Zur Veraschung 
gibt man in einen Rundkolben mit der abgewogenen Substanz zunichst 
5 bis 10 cem Séuregemisch (gleiche Teile konzentrierter H,SO, und kon- 
zentrierter HNO, von spezifischen Gewicht 1,4) und erhitzt sehr langsam. 
Wenn keine roten Dampfe mehr aufsteigen, 1iBt man aus einem Tropf- 
trichter noch weiterhin Saéuregemisch langsam zutreten (20 Tropfen in 
der Minute). Die Zerstérung der organischen Stoffe ist beendet, wenn 
nach Vertreiben der rotbraunen Dampfe durch starkeres Erhitzen die 
Fliissigkeit nicht mehr nachdunkelt, sondern klar und farblos (hellgelb) 
bleibt. Es sollen nicht mehr als 20 com Séuregemisch verbraucht werden. 
Nun gibt man 140 ccm Wasser zu, erhitzt und halt die Fliissigkeit etwa 
10 Minuten im Sieden. Dabei werden die durch Zersetzung der Nitrosyl- 
schwefelséure sich bildenden braunen Stickoxyde ausgetrieben. Zur 
Phosphorbestimmung wird der Niederschlag abfiltriert, mit 1 proz. Kalium- 
nitratlésung bis zum Verschwinden der sauren Reaktion ausgewaschen 
und samt dem Filter in den Kolben zuriickgebracht, in dem die Fallung 
vorgenommen wurde. MHierauf versetzt man unter Umriihren mit n/10 
Natronlauge, bis der Niederschlag in Lésung gegangen ist, gibt Phenol- 
phthalein zu und titriert den Uberschu8 mit n/10 Salzséure bis zam Um- 
schlagspunkt zuriick. Die Jodhestimmungen wurder. nach der Mikromethode 
von Fellenberg vorgenommen. Die Untersuchungen ergaben die Werte 
in Tabelle IIT. 


Der bei den Normaljungtieren nur innerhalb enger Grenzen (21 bis 
25 Proz.) schwankende Anteil der Trockensubstanz am Gesamtgewicht 
findet sich bei den Jungtieren der Versuchsreihen mit 27 bis 30 Proz. bzw. 
31 bis 33 Proz. sehr wesentlich, im Mittelwert um ein Drittel der Norm, 
vermehrt. Noch klarer tritt diese Tatsache in Erscheinung, wenn man in 
Betracht zieht, da8 nach dem friiher Gesagten ja auch schon das Lebend- 
gewicht der Versuchsjungtiere am Tage der Tétung um rund 25 Proz. 
hoher war als das der Normaljungtiere. Der Rest der Trockensubstanz- 
erhéhung erweist sich als bedingt durch die Verminderung des Wasser- 
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Tabelle I1l, 





Trockensubstanz Aschengebalt 
Lebend» |- — EEE | 


Sew Pm | Proz. des ; ‘ “Prom. des | Proz. der 
gewicht || Gewicht | ‘[ebend: || Gewicht | ‘Lebend: | Trockes 


& y gewichts 8 gewichts substanz 


Normalsatz 1 
Muttertier . . 120.0 23,6058 19,7 3,093 26 13.1 
Jungtier 1. . 18.5 4.3241 23,3 0,757 41 17.5 
2 ee 18.5 4.1680 22.5 0.753 41 18.1 
2 es.72 18.5 4.5827 24.8 — - 


Normalsatz 2 
Muttertier . . 160,0 24.7940 15.5 4.480 28 18.0 
Jungtier 1. . 21.0 4.7352 22,5 0,952 45 20.0 
° ma 21.0 4.3385 20,7 0,856 41 19.7 
Oe. 21.0 4 3836 20,9 . . 


Versuchssatz ] 

Muttertier . . 150.0 36,3702 24.2 4.583 31 12.6 

Jungtier 1. . 24.0 6.4200 26,8 0,924 14.4 
4 Pe 24.0 7.0438 29.3 1,051 14.9 

7" pas 24.0 6.4586 26.9 - 

Versuchssatz 2 

Muttertier . . 150.0 38,1108 25.4 3,056 20 8.1 

Jungtier |. . 26.5 | 87791 33,1 1,657 2 18.9 
‘ us 26.5 | 82180 31.0 1,609 19.6 
- iis ts 26.5 8.3677 31,6 oe - 


gehalts und einen Ersatz desselben durch feste Substanz innerhalb der an 
sich bereits erhéhten Gesamtmasse des Kérpers. Uberraschenderweise 
dehnt sich der Vorgang einer Trockensubstanzvermehrung auch auf die 
im Gewicht und Aussehen unverandert gebliebenen M uttertiere der Versuchs- 
reihe aus. Diese stammten, wie bereits hervorgehoben wurde, aus dem 
gleichen Zuchtkreis und waren in der Vorperiode und bis auf die Jodd 
anreicherung der Kost auch in der Versuchsperiode mit einer ebenso zu 
sammengesetzten Nahrung gefiittert wie die Muttertiere der Kontroll- 
reihen. Trotzdem zeigte es sich, daB nach der Tétung am 21. Lactations- 
tage die Normalmuttertiere 20 bzw. 16 Proz. ihres Gewichts an Trocken- 
substanz enthielten, die Versuchsmuttertiere aber 24 bzw. 25 Proz. Die 
mittlere Zunahme der Trockensubstanz am Muttertier mit 40 Proz. ent- 
spricht weitgehend derjenigen am Jungtier mit 35 Proz. des Normalwertes. 

Auch in der Menge des Aschengehalts sind bei den Jungtieren Unter- 
schiede fiir die beiden Kostarten klar erkennbar. Dies geht schon aus den 
Vergleich der entsprechenden Gewichtsmengen hervor: Der Kérper de: 
Normaljungtiere enthailt 0,75 bis 0,95 g, derjenige der Versuchsjungtier 
aber 0,92 bis 1,66g¢ Aschenbestandteile. Immerhin bleibt der Aschen- 
gehalt in seiner Zunahme gegeniiber dem Trockensubstanzgehalt wesentlic! 
zuriick, da sich unter der Versuchskost ersterer nur um 25 Proz., letztere! 
aber um 35 Proz. vom Mittelwert der Norm entfernt. Es ist auffallend, 
daB die beiden zur chemischen Analyse verwendeten Saétze von Versuchstiere 
hier durchaus nicht in vdéllig gleicher Weise von den sehr gut iiberein- 
stimmenden Werten der beiden Normaltiersétze abweichen: Es zeigt sich 
bei den Jungtieren der Versuchsreihe 2 eine wesentlich starkere Zunahme 
des Trockensubstanzanteils, welcher auch eine ebenso groBe Vermehrung 
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des Aschenanteils am Lebendgewicht entspricht. Bei den Jungtieren der 
Versuchsreihe 1 dagegen ist die Zunahme des Trockensubstanzanteils 
verhaéltnismaBig gering. Eine absolute Vermehrung des Aschenanteils 
tritt iiberhaupt nicht in Erscheinung, so da®B der Aschenanteil an der 
Trockensubstanz sogar um 25 Proz. geringer ist als der Norm entspricht. 
Eigenartig erganzt wird diese Beobachtung dadurch, da®B die erwahnte 
Anreicherung des Mineralgehalts in den Jungtieren der Versuchsreihe 2 
begleitet ist von einer Verarmung des zugehérigen Muttertieres an den 
gleichen Substanzen. Die Zunahme bei den Jungtieren kann allerdings 
nicht allein erklart werden als Folge einer starkeren Ausschwemmung 
der Minerale aus dem miitterlichen Kérper mit der Milch, da der absolute 
Verlust beim Muttertiere rund 1,5 g, die Zunahme bei den sieben Jung- 
tieren dieses Wurfes aber insgesamt 4g betrigt. Das Muttertier der 
Versuchsreihe 1, in der auch die Jungtiere einen der Norm entsprechenden 
Aschenanteil am Gewicht aufweisen, zeigt im Gegensatz zu dem vor- 
genannten keine Anderung der Verhiltnisse gegeniiber den entsprechenden 
Kontrolluntersuchungen. 

Von den Einzelbestandteilen der Kérperasche wurde im Laufe der 
hier beschriebenen Untersuchungsreihe der Gehalt an Calcium, Phosphor 
und Jod einer quantitativen Priifung unterzogen. Beziiglich des Calcium- 
gehalts in den Jungtieren der Versuchsreihen ergibt sich ein Gleichbleiben 
des Anteils an dem an sich ja gesteigerten Kérpergewicht, dagegen ein 
Zuriickbleiben im Verhaltnis zur Trockensubstanz. Es kommt dieser 
Unterschied deutlich zum Ausdruck bei der Betrachtung des Ca-Anteils 
an der Gesamtasche in Versuchsreihe 2, wo durch eine im absoluten Wert 
zwar erhebliche, im Vergleich mit der Steigerung des Lebendgewichts und 
der Gesamtasche aber geringergradige Zunahme des Ca-Gehalts eine Ab- 
minderung des Prozentwerts sich ergibt. Bei den Muttertieren der Versuchs- 
reihen findet sich in beiden Fillen ein umfangreiches Defizit, welches 
insbesondere im Falle der Versuchsreihe 2 die starke Abnahme des ge- 
samten Aschengehalts noch um etwa weitere 40 Proz. iibertrifft. 

Der Phosphoranteil am Organismus der Jungtiere aus den Versuchs- 
reihen liegt, bezogen auf das Lebendgewicht der Tiere, nur wenig iiber 
den Werten der Norm. Insbesendere zeigt sich, daB auch der P-Gehalt 
im groBen und ganzen nur entsprechend dem Lebendgewicht zunimmt, 
im Vergleich zur Gesamtasche in Versuchsreihe 2 aber, ebenso wie Ca, 
sogar um Erhebliches gegeniiber der Norm abnimmt. Fiir Versuchsreihe 1 
ergibt sich hier ein gleiches wie friiher beziiglich der Gesamtasche fiir 
Versuchsreihe 2 hervorgshoben: eine relative Steigerung des Wertes in 
den Jungtieren ist begleitet von einer relativen Senkung des Wertes beim 
Muttertier. . 

Im Jodgehalt der Versuchstiere zeigt sich keine Erhéhung der Werte, 
obwohl die Kost jodreicher und nach mehrfach vorgenommenen Fiitterangs- 
versuchen an Kiihen und Ziegen damit auch eine Jodanreicherung der 
Milch zu erwarten war. Es ergab sich im Gegenteil ein Joddefizit, indem 
der Jodgehalt im Gesamtorganismus fiir die Jungtiere etwa um die Halfte, 
fiir die Muttertiere sogar noch stirker gegeniiber der Norm gesenkt erscheint. 


Die im vorstehenden mitgeteilten Beobachtungen sind an Zahl 
und Ausdehnung noch zu gering, um eine Klirung der Frage nach 
der Bedeutung des Jods im Kérperhaushalt zu bringen. [hr Wert 
liegt in dem Hinweis darauf, daB offenbar das Jod trotz oder vielleicht 
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gerade nach Passage durch einen pflanzlichen bzw. tierischen Organismus 
n der Lage ist, wesentlichen Einflu8 auf Wachstum und Stoffwechsel 


zu nehmen. 


Die Schliisse. welche aus der Zusammenfassung der Ergebnisse des 
berichteten Experiments gezogen werden diirfen, bestehen vorerst in 


Folgendem : 


1. Bei Verfiitterung einer auf dem Wege der Joddiingung des 
Ackerbodens und Jodzufiitterung zu Milchkithen jodangereicherten 
Kost aus Mais und Milch an siugende Ratten fiir die Dauer der Lactation 
bleibt das Lebendgewicht und das allgemeine Verhalten der Muttertiere 
unbeeinfluBt, das Gewicht der Jungtiere dagegen ist am Ende der 
dreiwéchigen Lactationsdauer um im Mittel 20 Proz. gegeniiber der 
Norm erhéht. Ein rasches Schwinden des Gewichtsiiberschusses nach 
Verfiitterung einer normalen Nahrung an die abgestillten Jungtiere 
der Versuchsreihen weist mit Wahrscheinlichkeit darauf hin, dab 
die Zeitdauer der Wirksamkeit der ,,Jodkost‘* mit der Zeitdauer ihrer 
Verfiitterung iibercinstimmt. 


2. Der Trockensubstanzgehalt der jodreich ernaihrten Muttertiere 
und ihrer Jungen hat unter der Versuchskost eine Anreicherung er 
fahren, welche das MaB der durchschnittlichen Erhéhung des Lebend- 
gewichts wesentlich iiberschreitet. 


3. Der Aschengehalt beteiligt sich bei den Muttertieren im Versuch 
nicht an der starken Zunahme des Trockensubstanzgehalts, ja es ergibt 
sich in einem der beiden Faille sogar ein absoluter Verlust an Salzen. 
bei den Jungtieren dagegen findet sich in der gleichen Versuchsreihe 
eine auffallend starke Erhéhung des Aschenanteils am Lebendgewicht. 


4. Der Calciumgehalt im Kérper der Muttertiere ist unter der 
Versuchskost sehr erheblich, und zwar in starkerem Grade als der 
Gesamtaschengehalt gesenkt, bei den Jungtieren beteiligt sich das 
Caleium nicht an der Zunahme des Gesamtaschengehalts in der unter 
Punkt 3 besonders erwaihnten Versuchsreihe. 


5. Auch beim Phosphor macht sich eine den Verhaltnissen beim 
(a entsprechende Bilanzstérung unter der Versuchskost in Cestalt 
einer Senkung der entsprechenden Werte beim Muttertier geltend. 
Fiir die Jungtiere gilt das gleiche wie oben fiir Ca beschrieben. 


6. Der Unterschied zwischen dem Verhalten der CGesamtasche 
und ihrer beiden Komponenten Ca und P la6t darauf schlieBen, dab 
offenbar andere Aschenhbestandteile dafiir eine um so gréBere Mengen- 
vermehrung unter der Versuchskost erfahren. Weitere Untersuchungen 
gerade in dieser Richtung scheinen von Wichtigkeit. 
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7. Der Jodgehali der jodreich gefiitterten Versuchstiere erscheint 
bei Mutter- und Jungtieren um die Halfte und mehr gegeniiber der 
Norm gesenkt, was darauf schlieBen l4Bt, daB erhéhte Jodzufuhr 
auch den Stoffwechsel des Jods im Sinne einer Steigerung beeinflubt 
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I. Einleitung. 


Eusébe Gris war es, der 1845 die Entdeckung machte, daB chlorotische 
Pflanzen mit Eisen geheilt werden kénnen. Einige Jahre spater behauptete 
dann Raulin, daB Eisen fiir das Wachstum des Aspergillus niger unbedingt 
notwendig sei. Den exakten Beweis fiir seine Behauptung blieb er schuldig. 
Hieraus ergibt sich das Fiir und Wider spé*terer Untersuchungen itiber die 
Lebensnotwendigkeit des Eisens. Cugini, Schulz und Mayer bestritten die 
Ansicht Raulins. Molisch aber nahm auf Grund eingehender Untersuchungen 
abermals an, da®8 Eisen fiir Aspergillus unentbehrlich sei, konnte es aber 
auch nicht véllig beweisen. Mit dieser Arbeit war denn auch der Streit 
noch nicht entschieden. Wehmer (2) wandte sich sogar energisch gegen die 
Anschauung Molischs. Er hielt Eisen fiir vdéllig entbehrlich, wahrend 
Benecke eine teilweise Vertretbarkeit dieses Metalls durch Zink vermutete. 
Die Beziehungen des Eisens zu Sporenbildung und Sporenfarbstoff unter- 
suchten Linossier, Javillier-Sauton und Sauton(1)(2). Sauton (1) hat 
auch schon auf die Méglichkeit einer atmungskatalytischen Rolle des Eisens 
hingewiesen. Lappalainen und Ruhland haben die groBe Bedeutung des 
Eisens fiir Aspergillus bzw. Knallgasbakterien wieder betont, und die 
biochemischen Versuche Warburgs (1) (2) (3) iiber die Atmung und von 
Yabusoe lassen kaum noch einen Zweifel an der physiologischen Notwendig- 
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keit des Eisens aufkommen. Sehr bemerkenswert in dieser Beziehung i- 
die Verdffentlichung von Baudisch iiber eine anorganische labile Eise: 
verbindung, das sogenannte .,Aquosalz**, das in kiinstlichen Nahrbéd: 
gewisser pathogener Bakterien sogar das Blut ersetzen soll. Eine neuest 
Arbeit von Fresenius und Harpuder ergab allerdings die Entbehrlichk: 
dieser Annahme eines besonderen Salzes, da einfache Mischungen \ 
Eisensalz und Bicarbonat dieselbe Wirkung haben wie das angenomumer: 
-Aquosalz** der natiirlichen Mineralquellen. Weitere Arbeiten iiber da- 
Eisen brachten nichts Neues von Bedeutung. Niemand konnte «: 
vollen Beweis fiir die Notwendigkeit erbringen. 

Meine Versuche beweisen, daS Eisen mindestens fiir das Wachst) 
des Aspergillus niger unbedingt notwendig ist. 

Die wichtige Rolle des Zinks bei der Vegetation haben vor alle: 
Raulin und Javillier (1) (2) erkannt, die es ebenfalls fiir lebensnotwendi, 
erklarten, ohne auch hierfiir den vollen Beweis erbringen zu kénnen. Nac! 
Kosinski steigert Zinksulfat die Atmung, nach Richards auch das Wachstun, 
Spater hat dann auch Lappalainen wieder auf die stark fordernde Wirkuny 
des Zinks auf das Wachstum des Aspergillus hingewiesen. Im iibrigen 
ist in der Literatur das Zink immer wieder als_ ,,Reizstoff** (Richte) 
Buromsky) oder gar als Gift (Richter, Iwanof/, Arcichowskij) angefiihrt 
Lepierre behauptete, Zink kénne durch Cadmium ersetzt werden, was ic! 
jedoch nicht bestatigen konnte. Auffallend ist die Bildung einer Zink 
verbindung aus Chlorophyll nach Willstdtter-Pfannenstiel. Wenn die Miki 
biologen heute das Zink allgemein als ,,Reizstoff** betrachten — eine B: 
zeichnung fiir Stoffe, deren physiologische Wirkungen noch vdéllig ungeklart 
sind . so liegt das wahrscheinlich daran, da®B sie die auBerordentli: 
geringen Konzentrationen, in denen das Zink als katalytisches Element 
wirkt, nicht geniigend beriicksichtigt haben. Es ist klar, daB alle Stoff: 
in Konzentrationen, die weit iiber dem Maximum ihrer Wirkung liege: 
mehr oder wenig giftig sein miissen. Wichtiges Material zur Erkennuny 
der physiologischen Rolle des Zinks haben Tierphysiologen und Medizine: 
beigebracht. Ich nenne hier Bodansky, Weitzel, Birckner, Cristol und Rost. 
die das Vorkommen des Zinks in den einzelnen Organen und seine vielleic!:t 
bestehenden Beziehungen zum EiweiBstoffwechsel und zum Wachstum 
ermittelten. Ganz besonders bemerkenswert sind auch die Arbeiten 
Bertrands (1)(2), nach denen Zink vornehmlich in den Sexualorganen 
gefunden wurde, und es méglich sein soll, daB es bei Mausen Vitamin er- 
setzen kann. 

Meine Versuche ergaben, da®8 auch Zink mindestens fiir Aspergillus 
niger lebensnotwendig ist. 

Wahrend das Kupfer im tierischen Organismus ganz allgemein erst 
in relativ sehr hohen Konzentrationen giftig wird, hat man es als eins de: 
heftigsten Gifte fiir Bakterien, Algen und Pilze bezeichnet (,,oligodynam: 
sche Wirkung*: Ndgelis). Schon Raulin nahm an, da8 neben Eisen uni! 
Zink wahrscheinlich noch mehr Elemente fiir Aspergillus notwendig seie 
Kupfer aber bezeichnete er als Gift. Das taten auch andere Forscher, «ix 
sich spater damit befaBten (Richter und Iwanof/). Ono wandte sich jedoc! 
gegen die Ansicht Richters, daB Kupfer nur Gift sei. Er erzielte mit sel. 
niedrigen Konzentrationen bei Aspergillus eine ,,Reizwirkung*, d. h. ein 
ganz ansehnliche Steigerung des Erntegewichts. Dasselbe, was ich iiber dir 
..Reizstoffnatur® des Zinks gesagt habe, gilt auch fiir Kupfer. White uni 
Bodansky schrieben dem Kupfer eine besondere physiologische Roll 
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zu'). Uber den Mechanismus der Oxydation durch Kupferkatalyse hat Wie- 
md ausfiihrlich berichtet. Neuerdings, nachdem ich meine Versuche bereits 
beendet hatte, wurden Wertheimers lehrreiche Modellversuche mit Kupfer 
eréffentlicht. Er fand, da®B die Autoxydation von Phenylendiamin 
a-Naphthol zum Farbstoff Indolphenolblau durch Kupferkatalyse ver 
isacht wird. Eisen war in diesem Falle véllig unwirksam. Verfasser ver- 
mutet, daB die katalytisch oxydative Wirkung des Kupfers méglicherweise 
eine physiologische Bedeutung hat. Es ist ja bekannt, daB einige Tiere 
Vogel Turacus, Krebse, Mollusken — auch gréBere Konzentrationen Kupfer 
enthalten (Oppenheimer). Warburg (1) laBt es unentschieden, ob neben 
Fisen noch andere Elemente als biologische Oxydationskatalysatoren in Frage 
kommen, halt aber offenbar eine solche Rolle des Kupfers nicht fiir méglich. 
In den Modellversuchen Wertheimers fand ich eine Bestatigung dessen, 
was ich an Aspergillus niger beobachtet habe, daB namlich Kupfer die Bildung 
des schwarzen Sporenfarbstoffs veranlaBt und dasWachstum des Pilzes férdert. 
Aus meinen Kulturlésungen entfernte ich die natiirlichen Eisen-, 
Zink- und Kupferverunreinigungen auf eine sehr einfache Weise durch 
Adsorption dieser Metalle an ein kraftiges Adsorbens. Als solches 
benutzte ich ,,Carbo medicinalis Merck‘. Diese Methode ist zugleich 
auch griindlicher als die umstandliche und unzulangliche friiherer 
Forscher, die das gleiche Ziel durch Umkristallisieren und Destillieren 


zu erreichen suchten. 


Il. Die Wirkung von Eisen, Zink und Kupfer 
auf die Hiéhe der Trockensubstanzbildung bei Aspergillus niger. 
Aspergillus niger und Eisen. 
Orientierende Versuche. 

Was mit der Methode der Adsorption des Eisens zu erreichen war, 
stellte ich mit Hilfe der von Willstdtter angegebenen Rhodanidprobe 
fest, und zwar verwendete ich eine 40 proz. Ammoniumrhodanidlésung, 
die wegen ihres eigenen, relativ hohen Eisengehalts vor jedem Gebrauch 
erst mit Kohle filtriert wurde, da sich die mit Kohle gereinigte 
Ljsung nach einiger Zeit doch immer wieder rot farbte durch das Eisen, 
das aus der Glaswandung in Lésung ging. Ein Aufkochen dieser Lésung, 
wie Willstdtter es angibt, kann hier nichts niitzen. Denn obwohl die 
rote Farbung dabei verschwindet, bleibt doch das Eisen selbst und 
tritt nach Zusatz von Salzsiure und Wasserstoffperoxyd wieder in 
Erscheinung. Wasserstoffperoxyd muBte ich zusetzen, um auch die 
geringste Reduktion des Eisens auszuschlieBen. Mit einer so gereinigten 
Rhodanidlésung konnte ich durch mehr oder weniger kriftige Rot- 
firbung Eisen nachweisen in Leitungswasser, Regenwasser, in den 
Lésungen der einzelnen Niahrsalze und des Zuckers, in gebrauchs- 
fertiger Nahrlésung und auch in Aqua dest. 4 


1) Neuerdings berichteten Fischer, Buch Andersen und Demuth (Natur- 
wissensch. 14, 1181, 1926) iiber Heilung von Tumoren mit Kupfer und 
Sauerstoffiiberdruck. 
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In allen diesen Fliissigkeiten trat jedoch nicht die geringste Farbung 
auf, wenn sie vorher mit Kohle filtriert waren, es sei denn, daB eine 
stark saure Lésung vorlag. Deshalb bezeichne ich eine solche sich 
nicht mehr mit Ammoniumrhodanid farbende Lésung als chemisch 
eisenfrei. Ist sie aber auch biologisch eisenfrei / 

Wenn das Wachstum des Aspergillus niger von der Eisenkonzentra. 
tion abhingig ist, dann muB das Erntegewicht des Pilzes in dem Mabe 
wie das Eisen in der Nihrlésung schwindet, ebenfalls dem Nullpunkt 
zustreben. Wie ich spiter zeigen werde und wie aus den Kurven | und 2 
hervorgeht, ist das in der Tat der Fall. Dann darf man aber auch den 
SchluB ziehen, daB solche Lésungen, auf denen Aspergillus noch wiichst 
auch noch Eisen enthalten, wihrend solche, auf denen er bei im iibrigen 
optimalen Kulturbedingungen nicht mehr wachst, kein Eisen enthalten 
Solche Nahrlésungen nenne ich biologisch eisenfrei. Chemisch eisen- 
freie, biologisch aber noch nicht eisenfreie Lésungen miissen demnach 
Pilzdecken hervorbringen, die das Eisen der Lésung gespeichert haben 
Analysen solcher Mycelien sollten das bestatigen. 

Vollig gleiche 25-cem-Kjeldahlkolben, aus einem Rohr schwer schmelz 
baren Jenaer Glases gefertigt, wurden mit je héchstens 0,1 g getrockneten 
und zerriebenen Mycels beschickt. Dieses wurde mit dem in Abderhaldens 
Arbeitsmethoden angegebenen Séuregemisch verascht. Ein Kolben ohne 
Mycel wurde als Blindversuch genau so behandelt. Die Aufschliisse verglich 
ich nach Wiéillstdtters Methode kolorimetrisch mit einer frisch bereiteten 
Eisen-Standardlésung von genau abgewogenem Mohrschen Salz, die mit 
ganz wenig Salzsiuregas angeséiuert wurde. (Die fliissige Salzsiure selbst 
enthalt zu viel Eisen.) Das Resultat solcher Analysen ist aus der Tabelle 
von Versuch 1 zu entnehmen. 


1. Versuch. 28. Mai bis 2. Juni 1924. Nahrlésung: H,O 100, Saccharose 
5, NH,NO, 0,5, KH,PO, 0,25, MgSO, 0,125 mit ungefahr | Proz. 
Kohle gereinigt und dann mit Pipette zu je 50 ccm auf 300-ccm-Erlen- 
meyer aus gewdhnlichem Glase verteilt. Zwei Kolben ohne Eisen- 
zusatz waren vorher mit Paraffin ausgegossen (0 P). Vor jedem Ver- 
such habe ich Kulturkoiben und Pipetten erst griindlith mit verdiinnter 
Salzsiure, dann mit Regenwasser und zuletzt mit Aqua dest. ge- 
séubert. Den Kolben wurden zugesetzt 1, 10, 100 und 1000 mg Fe 
pro 100 cem, und zwar in Form von Mohrschem Salz. 1 Fe wurde immer 
7 Mohrschem Salz gleichgesetzt. 





‘tow Wes, des im og 

, gefundencn Eisens in z. 

wt Po Trockengewichte der Trockensubstanz 

P (je eine Veraschung und drei 
z Bestimmungen) 


OP 0.12 0.15 0.07 
0 0.35 0.15 keine Bestimmung 
l 0.60 0.56 0.03 
10 0.55 0.63 0.35 
100 kein Wachstum — 
1000 s 2 _ 
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Kine Férderung in der Entwicklung des Pilzes durch Eisenzusatz 
ist nicht zu verkennen. Jedoch ist er auch ohne Eisenzusatz noch 
gewachsen, wenn er auch nur ein recht diinnes, weiBes Mycel gebildet 
hat. Das Paraffinieren des Kolbeninneren hat nicht wesentlich zur 
Verminderung der Trockensubstanzbildung  beigetragen. Deshalb 
habe ich diese MaBnahme in Zukunft fortgelassen. Es ist nicht weiter 
verwunderlich, daB bei der hohen Eisenkonzentration kein Wachstum 
stattfindet, weil ja in diesem Falle fast die ganze Phosphorsiure als 
Fe PO, ausgefallt wird. DaB dies wirklich die Ursache ist, zeigen folgende 
Versuche : 


2. Versuch. 12. bis 16. Marz 1925. Néahrlésung: H,O 100, Dextrose 5, 
NH,NO, 0,5, KH,PO, 0,25, MgSO, 0,125, ZnSO, 0,0001. Aus 
Griinden, die spiter dargelegt werden sollen, habe ich den Nahr- 
lésungen in Zukunft meistens etwas Zink zugefiigt. AuBerdem be- 
kamen die eisenhaltigen Lésungen den Eisenmengen jeweils aqui- 
valente Gaben KH, PO,. 

Jeweils 25cem in 100-cem-Kolben aus Jenaer 20-Glas. 30°C. 





Frischgewicht *) mg Fe pro 100 ccm Frischgewig¢ht *) 


mg Fe pro 100 ccm 
& 8 


0 50 9 
l 2. 100 7 


10 


*) Das Frischgewicht wurde immer nach Auswaschen und Abpressen der Mycelien zwischen 
FlieBpapier ermittelt, welche Bestimmung fiir Vergleichsversuche, die nicht weiter ausgewertet 
werden sollen, véllig geniigt. 


3. Versuch. 25. bis 30. Marz 1925. Dieselbe Nahrlésung ohne Zink. Im 
yegensatz zum vorigen Versuch wurde sie aber erst mit Kohle gereinigt 
und ihr dann erst die verschiedenen Eisenmengen und diesen dqui- 
valente Mengen KH,PO, zugesetzt. 

Je 25cem in 250-cem-Kolben aus gewéhnlichem Glas. 





Trockensubstanz mg Fe pro 100 com Trockensubstanz 


mg Fe pro 100 ccm 
+ 2 


0 0.29 10 0,50 
0.5 0,49 50 0,56 
3 0,54 100 0,55 


Hier wurde also bei 100 Fe (= 100 mg Fe pro 100 ccm), welche 
Menge bei Versuch | schon schidlich wirkte, noch dasselbe Trocken- 
gewicht erreicht wie bei 3 Fe. 

Im Versuch | waren die Analysenwerte fiir 10 Fe unnatiirlich 
hoch und schwankten stark. Das liegt wahrscheinlich daran, daB die 
Mycelien nicht gentigend ausgewaschen waren und zwischen den Hyphen 
etwas der stark eisenhaltigen Lésung zuriickgeblieben war. Den 
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mittle en Wert habe ich in die Tabelle eingesetzt. Der Unterschie: 
zwischen den Werten von 0 Fe und 1 Fe liegt wohl noch innerhalb cer 
Bestimmungsfehlergrenzen. Genauere Eisenanalysen gedenke _ ic) 
spater durchzufiihren. 

Die Zahlen zeigen aber doch, worauf es ankommt, niamlich, da\ 
Aspergillus nicht nur ,,.Spuren‘’ von Eisen enthalt, sondern daB sogar 
die vom Pilz aus der chemisch eisenfreien Lésung gespeicherten Eisen 
mengen noch durchaus analytisch faBbbar sind. 

Das spricht fiir die Annahme, dab die chemisch eisenfreien Lésungen 
noch nicht véllig biologisch eisenfrei waren. Es muBte folglich alle: 
versucht werden, die Methode der Adsorption noch zu_verfeinern 
Ich nahm zuniichst an, daB durch das Aufsetzen der Wattestopfe: 
wieder Verunreinigungen in die Nahrlésung hineingeraten waren, wn 
ersetzte deshalb in der nichsten Versuchsreihe die Watte durch Glas 
kappen. Durch diesen Versuch sollte weiterhin gepriift werden, o! 
die Kohle auBer der Adsorption des Eisens sonst noch einen Einflu! 
auf den Naihrwert der Lésung ausiibt, und ob die Férderung des Pilz 
wachstums durch Eisenzusatz nicht auf dem mit dem Mohrschen 
Salz in die Lésung gelangenden Ammonsulfat beruht. 


4. Versuch. 21. bis 28. Juli 1925. Kultiviert wurde bei 30°. Die Zusammen- 
setzung der Nahrlésung war dieselbe wie bei Versuch 3. Aber nac! 
der Kohlebehandlung tropfte sie unmittelbar vom Filter in der 
Kulturkolben, bis in diesem die Fliissigkeitsschicht dieselbe Hély 
erreicht hatte wie in einem auf horizontaler Platte dicht danebe: 
stehenden Kolben von gleichem Inhalt und gleicher Form mit ab 
gemessener Wassermenge. So wurde auch in Zukunft verfahren. Di 
Beriihrung der gereinigten Lésung mit der Pipette wurde so vermiede: 
und damit eine Quelle erneuter Verunreinigung ausgeschaltet. 

Je 25cem in 250-cem-Kolben aus Jenaer 20-Glas. 
Je zweimal: 


a) ohne Kohlebehandlung mit (NH,),SO, (aquiv. 1 Fe); 


b) ohne Kohlebehandlung + 1 Fe; 
c) mit Kohle behandelt, mit (NH,),SO, (aquiv. 1 Fe); 
d) mit Kohle behandelt, mit 1 Fe. 


Die Pilzdecken lieBen sich, nach ihrer Dicke geordnet, mit deutliche: 
Unterschieden in folgender Reihe anordnen: ¢ < a < b < d. 

Beim Trocknen der Mycelien sind diese leider durch einen ungliickliche: 
Zufall verbrannt. Dessenungeachtet konnte ich aus den Versuchsergebnisset 
schlieBen, daB die minimalen Mengen Ammonsulfat nicht den wirksame! 
Faktor im Mohrschen Salz darstellen. AuBerdem konnte ich deutlic! 
erkennen, daB8 die Lésung nach der Behandlung mit Kohle an Nahrwer 
nichts einbii®Bt, sondern eher noch gewinnt. Nur ist es dem Pilz infoly 
dieser Behandlung des Nahrmediums nicht mehr méglich, Sporen zu bilde 
(s. Kapitel iiber Zink, 8. 315). 


Die eisenfreien Lésungen haben auch diesmal wieder ein schwache 
Wachstum des Pilzes erméglicht. Daran haben also auch die Gla: 
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kappen nichts zu andern vermocht. Sie wurden deshalb nicht wieder 


verwendet. 

Ich suchte weiter, die Methode der Reinigung zu verfeinern. Als 
Kohlenstoffquelle benutzte ich in Zukunft nur noch Dextrose. Die 
Kulturkolben, von nun an immer aus dem zinkfreien Jenaer 20-Glas, 
wurden nach der beschriebenen Reinigung auch noch einmal mit 
filtrierter Nahrlésung ausgespiilt, denn das Aqua dest. konnte ja 
Spuren Eisen zuriickgelassen haben. Folgender Versuch schien diese 
VorsichtsmaBnahme zu rechtfertigen. 

j}. Versuch. 16. bis 22. Mai 1925. Nahrlésung: H,O 100, Dextrose 5, 

NH,NO, 0,5, KH,PO, 0,25, MgSO, 0,125. Mit Kohle gereinigt. 

Im Kolben, der nicht mit Nahrlésung gespiilt war, erntete ich 7,2 ¢ 

Frischgewicht, im mit Nahrlésung gespiilten 5 g. 

Bei einer Wiederholung des Versuchs hatte die Spiilung mit ge- 
reinigter Nahrlésung kein Sinken des Erntegewichts zur Folge. Trotzdem 
habe ich diese MaBnahme zur Sicherheit beibehalten. 

Mehrfaches Filtrieren mit Kohle verminderte das Erntegewicht 
nicht. Dagegen erwies es sich als vorteilhaft, statt durch gewéhnliches 
Filtrierpapier durch quantitative Filter zu filtrieren. Im Gegensatz zur 
salzsauren Abkochung quantitativer Filter enthielt denn auch die der 
gewohnlichen Filter bedeutende Eisenmengen. Kulturen in Quarz- 
schalen statt in Glaskolben lieferten im wesentlichen dieselben Ernte- 
gewichte. Giinstigstenfalls wurde immer nur ein Trockengewichts- 
verhaltnis — Fe: + Fe = 1:5 erreicht, dasselbe, was auch Molisch 
bei seinen Versuchen erzielte'). 

DaB die Nahrlésungen tatsichlich immer noch geniigende Mengen 
Eisen enthielten, konnte ich zeigen, wenn ich — wie das auch Molisch 
getan hat — dieses Eisen durch den Pilz selbst herausnehmen lieB. 

6. Versuch. 17. Juni 1925. Nahrlésung wie im vorigen Versuch. Je 100 cem 
in 14-Liter-Kolben. 30°C. 
Erste Ernte am 20. Juni: -a) 0,6g und b) lg Frischgewicht. 
Nun bekam die Lésung b) ein Kérnchen Mohrsches Salz. Beimpft 
wurde aus begreiflichen Griinden nicht wieder. 
Zweite Ernte am 25. Juni: nach dreistiindigem Trocknen bei 

100° wogen die geernteten Mycelien: a) (— Fe) 0,04 g, b) (+ Fe) 0,37 g. 

Dasselbe kann man aber auch schneller und — was das wichtigste 
ist — noch griindlicher durch Adsorption erreichen, wenn man nur 
statt der schwach sauren eine schwach alkalische Nahrlésung ver- 
wendet. Die Erklarung hierfiir liegt auf der Hand. Eine verhaltnis- 
maBig stark saure Nahrlésung, die freie Saure enthilt, laBt sich 
durch Adsorption weder biologisch eisenfrei noch chemisch eisenfrei 


1) Die Angabe Czapeks (Bd. TI, 8. 345), Raulin habe ein Trocken- 
gewichtsverhaltnis 1:27 erreicht, ist ein Druckfehler. Nicht 1: 27, 
sondern 1: 2,7. 

Biochemische Zeitschrift Band 182. 9) 





308 H. Bortels: 


machen. Das beweist das iippige Wachstum des Aspergillus und die 
Rhodanidprobe. Eine schwach saure Nahrlésung mit 0,25 proz. K H, P), 
dagegen l4Bt sich wohl chemisch eisenfrei, nicht aber véllig biologisch 
eisenfrei mit Kohle reinigen. Das geht aus obigen Versuchen hervor 
In diesen schwach sauren phosphathaltigen Lésungen liegt aber das 
Eisen zum Teil in Kolloid- oder Suspensoidform vor, und nur diese 
gréberen Teilchen werden restlos adsorbiert, waihrend die Adsorption 
der lonen kaum in Frage kommt. Es liegt also nahe, noch einen Schritt 
weiter zu gehen und eine schwach alkalische Nahrlésung zu verwenden 
Dann muB aller Voraussicht nach praktisch simtliches Eisen als Kolloid 
oder Suspensoid von der Kohle herausgenommen werden. 

In der Tat ist das der Fall, wie folgende orientierende Versuche 


zeigen. 


7. Versuch. 1. bis 6. Juli 1925. Nahrlésung: 
A (alkalisch) S (sauer) 
H,O 200 H,O 
Dextrose 10 Dextrose 
KNO, 1 NH,NO, 
K,H PO, 0,5 KH, PO, 
MgSO, 0,25 MgSO, 
ZnSO, 0,0002 ZnSO, 
Fe 0,01 + Fe 


Mit Kohle gereinigt. 
Je 100 ccm in ',-Liter-Kolben. 25 bis 30°C. 
Zink wurde immer als Zinksulfat gegeben (1 Zink = 4,4 ZnSO, 
7 aqua). Es muBte fortan natiirlich wie das Eisen nach der Filtration 
zugesetzt werden. Deshalb war es nétig, eine Zinksulfatlésung bestimmten 
Gehalts ebenfalls mit Kohle zu reinigen und hiervon der Nahrlésung 
mit in bekannter Weise gereinigter Pipette eine entsprechende Menge 
zuzusetzen. 
Frischgewichte : 
3+ Fe 4,1l¢ A+ Fe 3,8 g 
a — Fe 0,6¢ A — Fe 0,lig 
A + Fe: — Fe = 25,3: 1 
S + Fe: — Fe= 6,9:1 


8. Versuch. 13. bis 17. Juni 1925. Nahrlésung: H,O 4000, Dextrose 120, 
KNO, 20, Asparagin 17, K,HPO, (A = alkalisch) bzw. KH, PO, 
(S = sauer) 10, MgSO, 5; ferner ZnSO, 0.2mg pro 100 cem, 
+ Fe 10 mg pro 100 cem. 
In Schalen kultiviert zu je 1 Liter. Nicht sterilisiert! 30° C. 
Die Frischgewichte waren: 
A + Fe 72,42; S + Fe 73,7 g: 
A Fe annahernd 0; S — Fe 60,8 g. 


A + Fe und A — Fe waren stark mit Bakterien infiziert. A — Fe 


hatte nur einige auBerst zarte Mycelfetzen gebildet. Deren Frischi- 
gewicht kam praktisch nicht in Frage, war jedenfalls weniger als | x. 
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Obwohl bei diesen Versuchen die Parallelkulturen fehlen, konnie 
ich doch aus ihnen schlieBen, daB durch Adsorption in alkalischer 
Lisung der Beweis fiir die Notwendigkeit des Eisens leicht zu er- 
bringen war. 

Die Reaktion der Nahrlésung’). 

Es fragt sich aber zunachst noch, ob nicht die schwache Alkalitat 
der Nahrlésung auf das Wachstum des Aspergillus niger an sich un- 
ginstig wirkt. Wenn die noch jetzt allgemein giiltige Anschauung 
friiherer Autoren (Brenner) richtig ist, daB Aspergillus auf alkalischen 
Medien nur schlecht gedeiht, dann durfte ich solche eben nicht ver- 
wenden. Nun ist diese Ansicht allerdings insofern richtig, als man 
tatsichlich in schwach alkalischer Nahrlésung oft ein geringeres Ernte- 
gewicht erzielt als in schwach saurer. Dies scheint mir jedoch nicht 
an der Konzentration der H-lonen unmittelbar zu liegen, ganz ab- 
gesehen davon, daB der Pilz eine Nahrlésung mit K,H PO, und Nitrat 
sehr bald sauer und erst dann wieder alkalisch macht. Die Wachstums- 
hemmung, die wahrscheinlich unmittelbar nach der Keimung am groBten 
ist, solange der Pilz noch nicht geniigend organische Siuren gebildet 
hat, ist vielmehr auf eine Fallung des Eisens und auch — wie ich weiter 
unten zeigen werde — des Zinks zuriickzufiihren. Denn wenn dem 
Pilz viel Eisen zur Verfiigung steht, ist die Anfangsreaktion in der 
Nahrlésung, ob schwach sauer oder schwach alkalisch, véllig belanglos. 
Natiirlich hat das seine Grenzen. Der Pilz wird auf stark alkalischer 
Lisung ebenso wenig wachsen wie auf stark saurer.) Folgende Versuche 
zeigen das: 


9. Versuch. 8. bis 13. Januar 1926. Nahrlésung A von Versuch 7. Ein 
Teil davon mit einer Spur Essigséure angesiuert. Je 50ccm in 
250-cem-Kolben. 30°C. Beide mit 10 mg Fe und mit 0,9 mg Zn pro 
100 ccm. 

Die vom 15. bis 18. Januar bei 30° getrockneten Mycelien wogen: 
A (alkalisch) 0,43 g und 0,45 g 
S (sauer) 044¢ ,, 0,48 ¢. 


10. Versuch. 16. bis 23. Janauar 1926. Nahrlésung: H,O 300, Dextrose 15, 
KNO, 1,5, K,HPO, (A) bzw. KH,PO, (8) 0,75, MgSO, 0,4, Fe 0,03, 
ZnSO, 0,003. 

Je 25cem in 100-cem-Kolben. 25 bis 30°C. Die Mycelien, vom 
23. bis 26. Januar bei 30° getrocknet, wogen: 
A 0,48 ¢ und 0,47 g, 
8 0,.23¢ ., 0,24¢. 


') Da Aspergillus auch in urspriinglich alkalischen Lésungen schnell 
Saure bildet, so war eine Eisenpufferung durch Citrate, wie sie von manchen 
Autoren bei anderen Organismen angewendet wird, nicht notwendig. 


21° 
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11. Versuch. 2. bis 8. Februar 1926. Dieselbe Nahrlésung wie beim 11. Ver. 
such; aber diesmal nur halb soviel KH,PO, bzw. K,H PQ,. 
Je 25cem in 100-cem-Kolben. 25 bis 30°C. Trockengewichte: 
A 0,35 2 und 0,33 g, 
8S 0.23¢ ,, 0,24¢. 


Von einer schadlichen Wirkung der Alkalitat ist hier also nichts 
zu merken. Eher ist das Gegenteil der Fall: Die H-lonen des KH, P0, 
scheinen zu hemmen. (Der geringe Unterschied in der Kalium- und 
Phosphorkonzentration ist sicher nicht die Ursache.) Dieses eigen- 
artige Verhalten des sauren Phosphats gilt bei meinen Versuchen jedoch 
nur fiir Nitrat als N-Quelle, nicht fiir Ammoniakstickstoff, der aber 
wegen seiner besseren Assimilierbarkeit nicht ohne weiteres mit Nitrat- 
stickstoff verglichen werden kann. Diese ganzen Verhiiltnisse sind 
aber noch nicht geniigend geklirt. 


12. Versuch. 10. bis 15. Februar 1926. Nahrlésung: 
A (alkalisch) S (sauer) 
H,O 400 H,O 400 
Saccharose 20 Saccharose 20 
MgSO, 0,5 MgSO, 0,5 
NaNO, 5,8 NH,NO, 2 
K,HPO, 1,75 KH,PO, 1 
K, SO, 0,6 
Beide mit 10mg Fe und 5mg ZnSO, pro 100cem. Je 25cem i 
100-cem-Kolben. 25 bis 30°C. Mycelien vom 15. bis 17. Februar bx 


30°C getrocknet. 
A 0,46 g und 0,46 g, 


$8 0,50¢ ,, 0,5lg. 


Aus den Untersuchungen von Nikitinsky, Brenner, Ritter, Butke- 
wiisch (1) und besonders Wehmer (3) ist ferner bekannt, daB Wachstum 
und Sporenbildung des Aspergillus in physiologisch sauren Nahrmedien 
oft auffallend gehemmt werden. Ich konnte diese ,,Selbstvergiftung™ 
des Pilzes bestitigen, die besonders dann sehr auffillig war, wenn die 
Nahrlésungen reichliche Mengen Zink enthielten. 


Erganzend sei auch schon hier kurz angefiihrt, daB der Pilz nur 
auf physiologisch neutralen und schwach alkalischen Niahrlésungen 
entsprechend einem héheren Mycelgewicht auch mehr Sporen und 
besonders mehr Farbstoff und Humine bildet (siehe die entsprechenden 
Kapitel S. 332, 333, 336). 


Auf jeden Fall geht aus obigen Versuchen hervor, daB ich eine 
ungiinstige Wirkung der alkalischen Reaktion an sich nicht zu be- 
fiirchten brauchte, daB vielmehr solche alkalischen Nahrlésungen fir 
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Aspergillus zum mindesten unschiadlich waren, in einigen Fallen sogar 
schwerere Pilzdecken hervorbrachten als die sauren. Es sei hier noch 
besonders hervorgehoben, daB, wie eine Durchsicht der Literatur zeigt 
viele Autoren auch die Ausfallung von Ammoniummagnesiumphosphat 
bei Verwendung alkalischer Lésungen oder Zusatz von Calciumcarbonat 
nicht beriicksichtigt haben. Deshalb wurde bei obigen und spiateren 
Versuchen der Stickstoff in alkalischen Reihen stets in Form von 
Alkalinitrat gegeben. 


Das Verfahren zur Reinigung der Kulturlésung vom Eisen. 


Nunmehr ist der Weg, den ich zu gehen hatte, um die Naihrlésung 
méglichst vollkommen vom Eisen zu befreien, gegeben. Er sei hier 
ausfiihrlich beschrieben. 


Zunichst mégen die beiden folgenden Versuche AufschluB geben 
iiber die zur Adsorption notwendige Kohlemenge. 


13. Versuch. 6. bis 16. November 1925. Adsorption in schwach saurer 
Lésung. H,O 100, Dextrose 5, NH,NO, 0,5, KH,PO, 0,25, MgSO, 
0,125. é' 

Je 50cem in 250-cem-Kolben aus Jenaer 20-Glas. % Minute 
mit Kohle geschiittelt. 30°C. { 





Kohle 


" Gewicht der lufttrockenen Mycelien in g 
roz. 


0 0.7 0.75 
0,001 - 0.67 0.73 
0.01 0,60 0.65 
0.1 0.61 0.63 


. Versuch. 11. bis 14. Januar 1926. Adsorption in schwach alkalischer 
Lésung. Diese'be Dextroselésung mit KNO, statt NH,NO, und 
K,HPO, statt KH,PO,. 

Je 50cem in 250-cem-Kolben aus Jenaer 20-Glas. ™% Minute 
mit Kohle geschiittelt. 27 bis 30°C. 





Kohle 


Gewichte der lufttrockenen Mycelien in g 
Proz. 


0 0.10 0.24 
0,02 0.02 
001 0.02 
0.01 0.02 
0.02 0.02 
0,007 0.009 
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Infolge der Alkalitat wird auch das Zink zum groBen Teil adsorbiert 
Daher riihren die viel niederen Erntegewichte bei © Proz. Kohle. 

Aus beiden Versuchen geht unzweideutig hervor, daB die Adsorptioy, 
in saurer Lésung nur einen ganz minimalen Erfolg hat. Dagegen wirken 
in der alkalischen Lésung 0,001 Proz. Kohle schon fast maxima! 
Welche Kohlemenge ich in Zukunft verwendete, habe ich jeweils 
angegeben. 

Die Nahrlésung der unten wiedergegebenen entscheidenden Ver. 
suche hatte folgende Zusammensetzung: Aqua dest., Saccharose (die 
reinere Dextrose zu verwenden, war nun nicht mehr nétig), KN, 
oder NaNO,, K,H PO, und MgSO,. Diese schwach alkalische Lésung, 
die Eisen fast nur noch in grob disperser Form enthalt, wurde mit 
Merckscher Blutkohle ungefahr 4 Minute gut durchgeschiittelt und 
dann durch sauber gefaltete quantitative Filter und durch mit ver 
diinnter Salzsiure, Regenwasser und Aqua dest. weitgehend gereinigte 
Trichter in ebens.: gereinigte Jenaer Erlenmeyer aus 20-Glas filtriert 
Die ersten etwa 30 ccm Filtrat wurden zur Kohle zuriickgegossen 
dann wurde jeder Kolben einmal mit 10 bis 20 ccm Filtrat gut aus. 
geschwenkt und auch wieder in die kohlehaltige Lésung entleert 
Diese wurde dann noch einmal gut durchgeschiittelt und endgiiltig in 
die véllig gleichen Kulturkolben filtriert. Es wurde so lange filtriert. 
bis die Schichthéhe dieselbe eines genau gleichen Kolbens mit ab 
gemessener Menge Wasser, der auf horizontaler Platte dicht neben dem 
Kulturkolben stand, erreicht hatte. So wurde eine bis auf wenige 
Tropfen genaue Verteilung der Nahrléstng gewahrleistet, ohne dai 
die Gefahr einer erneuten Verunreinigung mit Eisen bestand. Sterilisa- 
tion — wenn ausnahmsweise niché sterilisiert wurde, habe ich jedesmal 
angegeben. — und Impfung mit dem Platindraht, der auch, wie oben 
beschrieben, gereinigt war, muBten selbstverstandlich ebenfalls unter 
Beriicksichtigung der groBen Verunreinigungsgefahr vorgenommen 
werden. Vor der Sterilisation wurde jedem Kolben eine bestimmte 
Menge einer mit Kohle filtrierten Zinksulfatlésung (chemisch rein) 
und spater auch von einer so behandelten Kupfersulfatlésung zugefiigt. 
Die Kolben wurden mit chemisch reiner Watte vorsichtig verschlossen 
Die geringen Spuren Eisen, die beim Sauren der Lésung gegebenenfalls 
aus dem Glase in Lésung gehen, muBten mit in Kauf genommen werden. 
denn es gibt wohl kein Material, das nicht geringste Spuren enthielte 
Auch bin ich mir dariiber klar, daB auf diese Weise noch lingst nicht 
das letzte Atom Eisen aus der Lisung herausgenommen wurde, und 
daB auch Filter und Impfmaterial wieder Spuren davon in die Losung 
hineinbrachten. 

Jedoch geniigt dieses Verfahren vollkommen, um damit die Not- 
wendigkeit des Eiseus fiir Aspergillus zu beweisen. 
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Die Lebensnotwendigkeit des Eisens fiir Aspergillus niger. 


Die schwach alkalischen Nahrlésungen wurden bei diesen Eisen- 
versuchen analog denen iiber Zink und Kupfer auch noch mit einer 
Spur Ammoniumsulfid versetzt, obgleich die schwache Alkalitat zur 
Adsorption des Eisens allein geniigt. Der Zusatz konnte jedoch nicht 
schaden, sondern héchstens die véllige Eisenfaillung sichern. 


Bei einem Versuch, den ich ohne besondere Kupfergabe durchfiihrte, 
erhielt ich folgende Resultate: 


15. Versuch. 8. bis 13. Marz 1926. Nahrlésung: H,O 2200, Saccharose 
220, NaNO, 22, K,HPO, 10, MgSO, 5 mit einer Spur Ammonium- 
sulfid und 5 Proz. Kohle gereinigt') + 0,4mg Zink pro 100 cem. 
Ungefaihr die Halfte von Mg und P war vor der Filtration ausgefallen. 

Je 50cem in 250-cem-Kolben. 25°C. 

Die Mycelien hatten alle mit Ausnahme derjenigen ohne Eisen, 
mit 0,001 Fe und der mit * bezeichneten Kultur wenig gelbe Sporen 
gebildet. Bei den anderen waren die Sporen schwarz gefarbt (s. Kapitel 
iiber Kupfer 8. 324). Eigentiimlich und besonders bemerkenswert 
ist es, daB bei diesem Versuch sowohl wie auch sonst der Pilz ohne 
Eisen fast nur untergetaucht wuchs. 





mg Fe pro 100 ccm Trockensubstanz in g mg Fe pro 100 ccm Trockensubstanz in g 


0 0.049 0,053 05 1,165 1,458*) 
0,001 0,140 0,104 0,7 1,151 1,135 
0.01 0,436 0,438 0,85 1,160 1,168 
0.1 1,175 1,167 1 1,088 1,168 
0,2 1,180 1,140 10 1,258 1,189 
0,25 1,149 1,129 30 1,102 1,027 

*) Indiesen Kolben war beim Sterilisieren ein wenig Kondenswasser des kupfernen Sterilisators 

hiaeingeflossen. (Siehe Kapitel iiber Kupfer, S, 324.) 





Die Pilzernte steigt, wie aus der Tabelle und Kurve | ersichtlich 
ist, von 0,05 bis 1,2 g, entsprechend 0 bis 0,1 Fe; und zwar steigt die 
Kurve anfangs auBerst steil an (in der Abbildung mit Absicht sehr 
auseinandergezogen), um dann allmahlich zur Horizontalen umzubiegen. 
Diese Eisenkurve ist eine typische Nahrwertkurve, und das Eisen ist 
also ebensogut ein unbedingt lebensnotwendiges Element wie die 
anderen der Lésung auch. 

DaB der Anstieg der Kurve im Abschnitt der niedrigen Eisengaben 
sehr steil ist, macht es erklirlich, weshalb man so duBerst vorsichtig 
arbeiten mu8, um den Nullpunkt der Kurve dem absoluten Nullpunkt 
méglichst nahe zu bringen. Die geringste Unsauberkeit laBt den Schnitt- 


1) Obwohl nach Versuch 14 schon etwa 0,001 Proz. Kohle maximal 
wirken, habe ich doch stets eine sehr viel hGhere Menge genommen, da die 
Kohlewirkung nicht immer sehr gleichméBig war; auf diese Weise konnte 
immer mit einer Maximalwirkung gerechnet werden. 
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punkt der Kurve mit der Ordinate sofort betrachtlich vom absoluten 
Nullpunkt abriicken'). 
Ein noch idealeres Bild gibt die Kurve des nachsten Versuchs. 


16. Versuch. 28. Marz bis 5. April 1926. Dieselben Kulturkolben. Nahr. 
lésung: H,O 1500, Saccharose 150, NaNO, 15, K,HPO, 3,75, 
MgSO, 2. Mit einer Spur Ammoniumsulfid und 5 Proz. Kohle gereinigt. 
Zn 0,4 mg, Cu 0,1 mg pro 100 cem. 20 bis 25°C. 





mg Fe pro 100 ccm Trockensubstanz in g mg Fe pro 100 ccm Trockensubstanz in g 


0 0,05 0.03 0.07 1.36 
0,001 0.13 0,10 
0.01 0,94 0,98 
0,02 1,28 1,33 
0,04 1.47 1.44 


Bakterien 
infiziert 





Diesmal steigt die Kurve (2) noch héher an?). Das ist die Wirkung 
des Kupfers (siehe das betreffende Kapitel 8.324). Sie verliuft in 
ihrem unteren Teile fast geradlinig. Diese Tatsache gestattet die Be- 
rechnung des in der Nahrlésung noch vorhandenen Eisens, denn aus 
dem steilen Aufstieg diirfte wohl ohne weiteres zu schlieBen sein, dab 
bei vélliger Eisenfreiheit der Nahrlésung die Kurve tatsiachlich den 
Nullpunkt erreicht hitte. DaB sie ihn nicht erreicht hat, laBt noch 
vorhandene Eisenspuren vermuten. Diese Eisenmenge kann man aus 
der Kurve direkt ablesen. Fiihrt man sie zum Schnitt mit der Abszisse. 
dann ist die gesuchte Eisenmenge gegeben durch den Abszissenabschnitt 
von diesem Schnittpunkt bis zum Nullpunkt. In diesem Falle betrigt 
der Wert 4.10~-*mg pro Kubikzentimeter Lésung. Soviel Eisen ist 
aber héchstens noch in der Lésung vorhanden gewesen, denn diese 
Zahl umfaBt unter anderem auch noch den gew'B relativ nicht geringen 
Eisengehalt der Impfsporen. 

Diese Berechnung gilt jedoch nur fiir den Fall, daB die Annahme. 
das Wachstum hore bei 0 Fe auf, zutrifft. Es ist aber auch méglich, 
wenn auch durchaus nicht wahrscheinlich, dab dies schon eintri‘t. 
wenn noch minimalste Spuren Eisen vorhanden sind. 

Leider habe ich bei Aufstellung dieser Kurve die Kulturen mit 
héheren Eisengaben nicht verwerten kénnen. In ihnen hatte sich 
nimlich in den letzten Tagen eine iippige Bakterienflora entwickelt, 
teils mehr, teils weniger. Die Gewichte der betreffenden Mycelien 
waren natiirlich viel zu gering und stark schwankend. Wohl hatte ich 
dreimal sterilisiert; aber um sauberer zu verfahren, hatte ich die Watte- 
stopfen beim Impfen nicht abgebrannt. 


1) Siehe auch Anhang und Kurve 3 und 4. (8. 355.) 
2) Diese Eisenkurve konnte ich nicht mit einzeichnen, weil sie sich 
fast vollkommen mit der Zinkkurve (2) deckt. 
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Die Lésungen mit wenig Eisen und ohne Eisen zeigten kein Bakterien- 
wachstum und waren im Gegensatz zu den anderen sauer. Wie ich 
mich bei anderen Versuchen iiberzeugen konnte, werden die alkali- 
nitrathaltigen Kulturen mit Eisen immer auch erst sauer und dann sehr 
bald alkalisch. Die Pilze mit wenig Eisen und ohne Eisen bleiben also 
in ihrer Entwicklung auf der Stufe der Saiuerung stehen. Anders ist 
es, wenn in einer eisenarmen Nahrlésung Bakterien wachsen, ehe 
Aspergillus zur Entwicklung kommt. Als ich einmal eine Nahrlésung 
mit Dextrose, Ammonnitrat und primarem Phosphat, die mit Bakterien 
infiziert war, mit Aspergillus geimpft hatte, waren die Sporen nach 
5 Tagen makroskopisch noch nicht gekeimé. Dann fiigte ich zur einen 
Parallelen ein Kérnchen Mohrsches Salz. Zwei Tage darauf hatte diese 
eine starke Decke gebildet (0,3 g Trockengewicht auf 25 ccm Lésung), 
wihrend die Sporen der anderen Parallelen erst zu einem zarten Keim- 
mycel ausgewachsen waren. Ich kann mir diesen Fall nicht anders 
erkliren, als daB die Bakterien die nicht adsorbierten Reste Eisen 
resorbiert hatten und dem Aspergillus das Wachstum dadurch fast 
unméglich gemacht war. 


Aspergillus niger und Zink. 
Orientierende Versuche. 


Nach einer Reihe von orientierenden Versuchen iiber das Eisen 
muBte ich feststellen, da8 Aspergillus nicht mehr so gut wacbsen wollte 


' wie zu Beginn der Untersuchungen. Es schien zunichet ritselhaft, 


wodurch die stets in gleicher Weise hergestellte Nahrlésung an Wert 
eingebiiBt haben sollte. Lappalainen hat aber schon beobachtet, dab 
die WachstumsgréBe des Aspergillus weitgehend abhaingig ist vom 
Zinkgehalt der KulturgefiBe. Da ich meine Kulturen stets in den- 
selben Kolben angesetzt hatte, muBte ich annehmen, daS aus ihnen 
das Zink allmahlich von den aufeinanderfolgenden Pilzgenerationen 
verbraucht war. Diesen Mangel konnte ich dadurch wieder gutmachen, 
daB ich in ganz neien Erlenmeyern kultivierte, oder auch dadurch, 
daB ich den schwach sauren Nahrlésungen etwas Blutkohle zusetzte. 
Wie ich bereits 8. 306 erwihnt habe, geniigt auch schon die Filtration 
mit Kohle, um das Wachstum zu férdern. 

War wirklich das Zink die Ursache, dann mubte ein Zusatz von 
einer Spur Zinksulfat die gleiche Wirkung ausiiben und der Pilz in 
den ausgenutzten Kolben wieder gut gedeihen. Das war auch der Fall. 
Das Erntegewicht war mit Zink gréBer als ohne Zink. Aber trotzdem 
sah der Pilz auf der Zinkkultur nicht normal aus. Die krankhaft weibe, 
fast sporenlose Decke war stark gefaltet und immer noch verhiltnis- 
miBig diinn. Wenn, wie ich vermutete, diese ,,Spur* Zinksulfat tat- 
sicblich schon zuviel gewesen sein sollte, dann schien damit die An- 
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schauung Richiers bestatigt zu sein, daB nur Zinkion das Wachstum 
des Aspergillus férdert, das nicht ionisierte ZnSO, dagegen stark giftig 
wirkt. Um die giinstigste Konzentration herauszufinden, kultivierte 
ich mit verschiedenen Zinkmengen und fand, daB in einer Lésung mit 
Ammonnitrat und primaérem Phosphat etwa 0,1 mg Zinksulfat pro 
100 cem eine optimale Wirkung ausiibte. Aber auch hier verriet cer 
Pilz durch sein weibes, sporenloses Mycel eine Schadigung. Auch 
schien mir das Erntegewicht friiherer Versuche noch nicht ganz er- 
reicht zu sein. Héhere Gaben Zink hatten eine geringe Hemmung 
hervorgerufen. 


Die Reaktion der Nahrlésung. 


Ich habe schon im Kapitel itiber Eisen erwihnt, daB eine zu hohe 
H -Konzentration den Aspergillus stark schadigt, und habe auch schon 
darauf hingewiesen, daB diese Schidigung besonders dann leicht eintritt. 
wenn reichliche Mengen Zink zugegen sind. Die oben erwahnten 
Mycelien, auf zinkhaltiger saurer Lésung gewachsen, machten mir 
nun den Eindruck, als litten sie unter einer solchen Saurevergiftung 
Diese Vermutung wurde durch folgende Versuche bestatigt: 


17. Versuch. 31. Oktober bis 4. November 1925. Nahrlésung: H,O 100, 
Dextrose 10, N-Quelle 1, KH,PO, bzw. K,HPO, 0,5, MgSO, 0,25. 
Fe 0,01, + ZnSO, 0,0002. Als N-Quelle NH,NO,, (NH,),SO, KNO 
(letzteres mit K,H PO, statt KH,PO,). 30°C. 

Die erste Kultur auf diesen Lésungen (je zwei Parallelen) vom 
27. bis 31. Oktober. Dann erntete ich*und beimpfte wieder kraftig. 
nachdem ich mich tiberzeugt hatte, daB von Zucker und von saémtlichen 
Salzen noch geniigend vorhanden war. Am 4. November zeigten die 
einzelnen Kulturen folgendes Bild: 

NH,NO,. Zn: Mehrere sehr schwache, glatte, weiBe, krankhaft 
aussehende Mycelinseln. Gar keine Sporen. + Zn: Nichts! 

(NH,),SO,. — Zn: Ebenso wie NH,NO, — Zn. + Zn: Sieben 
sehr kleine, schneeweiBe Mycelinseln. 

KNO,. — Zn sowohl wie + Zn hatten geschlossene starke Decken 
und ziemlich viel Sporen gebildet. 

Nach Neutralisation der beiden sauren Lésungen mit NaOH 
brachten diese in kurzer Zeit genau so starke, sporenreiche Decken 
hervor wie die mit KNO,. 


Auch die ersten Kulturen auf den beiden sauren Lésungen waren 
im Gegensatz zu denen auf der alkalischen Lésung fast ganz ohne 
Sporen geblieben (+ Zn viel weniger Sporen als — Zn). Der Pilz 
kommt also gar nicht zur Erzeugung von Konidien, sondern wird schon 
vorher durch die in Freiheit gesetzte Saiure getétet, und zwar wird 
diese gewaltsame Sistierung der Mycelentwicklung um so schneller 
und griindlicher erreicht, je mehr Zink die Lésung enthalt. Die in 





Is 
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Wahrheit férdernde Wirkung des Zinks wurde also durch diese Saure- 
vergiftung verdeckt. Folglich konnte ich nur physiologisch neutrale 
oder alkalische N-Quellen benutzen. 

Aber selbst dann kann Zink hemmend wirken, nimlich bei Gegen- 
wart von Nitrat und saurem Phosphat statt des alkalischen. 


18. Versuch. 16. bis 23. Januar 1926. Nahrlésung: H,O 300, Dextrose 15, 
KNO, 1,5, KH, PO, (S) bzw. K,H PO, (A) 0,75, MgSO, 0,4, Fe 0,03; 
+ 0,001 Proz. ZnSO, 25cem in 100-cem-Kolben. 24 bis 27°C. 
Am 17. Januar waren alle gekeimt. Am 18. Januar war die Mycel- 
entwicklung bei A — Zn < A+ Zn < S— Zn <8 + Zn. Am 
23. Januar aber ergaben die Gewichte der lufttrockenen Mycelien 
ein ganz anderes Bild. Denn inzwischen hatte sich auf den sauren 
Lésungen die Hemmung mehr und mehr geltend gemacht. die durch 
Zink noch mehr verstaérkt wurde. 





Sporen Gewichte in g 


A—Zn viel Sporen 0,44 0,44 

A+ Zn > 3 0,48 0.48 

S— Zn weniger. 0,29 0.32 

S + Zn wenig schwach ent- 0,23 0,24 
wickelte Sporen 


19. Versuch. 2. bis 8. Februar 1926. Nahrlésung: H,O 500, Dextrose 25, 
KNO, 5, KH,PO,(8) bzw. K,H PO, (A) 0,7, MgSO, 0,5, Fe 0,05; 
+ 0,001 Proz. ZnSO, 25cem in 100-cem-Kolben. 25 bis 30°C, 
Mycelien und Lésungen das ist auch charakteristisch sahen 
wie folgt aus: 
‘— Zn: wenig Sporen, Lésung gelbbraun. 
+ Zn: fast keine Sporen, Lésung farblos. 
f Zn: viel Sporen, Lésung gelb. 
A + Zn: viel Sporen, Lésung rotbraun. 


Innerhalb vergleichbarer Umstinde gilt allgemein, dai junge Kulturen 
ein um so geringeres Erntegewicht aufweisen, je weniger ihre Nabriésung 
gefirbt ist (s. auch Versuch 45). 





Trockengewicht in g Trockengewicht in g 


S—Zn 0,30 0.35 A—Zn 0,24 0,22 

$+ Zn 0,23 0,24 A+ Zn 0,35 0,33 
Betrachtet man die obigen Versuche, so mui man sagen, dab 
auch die von friiheren Autoren zitierte Giftwirkung des Zinks erst 
auf dem Umwege iiber eine zu schnelle und zu starke Erhéhung der 
H -Konzentration zur Geltung kommt. Das Zink macht aus physiologisch 
sauren N-Quellen vielleicht durch katalytische Beeinflussung des 
EiweiBstoffwechsels (Bodansky, Birckner, Cristol, Rost) schnell und 
reichlich den Saurerest frei. Dann tritt Sauretod ein [ Wehmer (3)}. 
AuBerdem wirkt es in Lésungen mit KNO, und KH,PO, hemmend. 
Aus Versuchen 18 und 22 geht jedoch hervor, daB auch in solchen Fallen 
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das Zink anfangs fordernd wirkt und die Hemmung erst spiter einsetzt 
Auf die eigenartig ungiinstige Konstellation von KNO, mit KH,P0, 
habe ich schon im Kapitel iiber Eisen hingewiesen. 

Ganz allgemein muB gesagt werden, daB man erst im iibrigen 
optimale Ernahrungsbedingungen schaffen muB, ehe man dariiber 
entscheidet, ob Zink giftig oder férdernd wirkt. Bei optimaler Magne. 
siumsulfat-Konzentration z. B. wurde mit 20 mg ZnSO, pro 100 cem 
noch das Maximum an Erntegewicht erreicht. Bei Magnesiumsulfat 
Mangel aber verhinderte diese ZnSO,-Konzentration das Wachstum 
schon vollkommen. 

20. Versuch. 16. bis 22. Oktober 1925. Nahrlésung: H,O 100, Dextrose 5 

NH,NO, 0,5, KH,PO, 0,25, MgSO, 0,125, Fe 0,01. 

25cem in 100-cem-Kolben. 20 bis 25°C. 





. Proz. 0 0,002 0,2 


mg ZnSO, pro 100 com Frischgewicht in g 


0 0 0 03 O4 1, 1, 
0,002 0 oO 04 O4 Lf 1, 
0.2 0 Oo 04 O4 25 2, . 
20 0 0 0 0 34 2 2,3 
Zugleich ist dieser Versuch auch ein Beweis dafiir, daB Zink in 
sauren Lésungen mit NH,NO, und KH,PO, ebenfalls ein Ansteigen 
des Erntegewichts hervorruft (vgl. Versuch 23). DaB dem Zink in 
K H, PO,-haltigen Lésungen an und fiir sich keine schidigende, sondern 
eine férdernde Wirkung zukommt, konnte ich auBerdem mit eine: 


Nahrlésung zeigen, die als N- Quelle Harnstoff enthielt. 


21. Versuch. 15. bis 19. Juni 1925. Nahrlésung von Versuch 20.  Statt 
NH,NO, Harnstoff. 
25 cem in 100-cem-Kolben. 25 bis 30°C, 





mg Zn pro 100 ccm Frischgewichte in g 


0 1,7 1,7 
0,2 24 29 

Nach obigen Versuchen kommt eine unmittelbar schadliche Wirkung 
des Zinks tiberhaupt nicht in Frage (von extrem hohen Konzentrationen 
abgesehen). Was schidigend wirkt, ist meistens eine zu starke Er- 
héhung der H -Konzentration. 

Aber auch eine zu niedrige H’-Konzentration (Alkalitét) kann das 
Wachstum des Pilzes hemmen. Namlich dann, wenn die durch die 
Alkalitat hervorgerufene Fiallung des Zinks nicht durch Zusatz eines 
Zinksalzes wieder ausgeglichen wird, wie Versuch 22 zeigt, wobei durch 
den Kalkzusatz eine geringe aber stindige Alkalitét wihrend der 
ganzen Versuchsdauer aufrecht erhalten wurde. 
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22. Versuch. 28. Januar bis 3. Februar 1926. Néahriédsung: H,O 600, 
Dextrose 30, KNO, 6, K,HPO, 1,5, MgSO, 0,7, Fe 0,06; + 2 Proz. 
CaCO,. 

50 cem in 250-cem-Kolben. 25 bis 30°C. 





Frischgewichte in g 


—CaCO,.—Z2n8O, .....-5 +5 sees 3.4 
-CaCO, + 0.001 Proz. ZnSO,..... 36 
(Ce SB See 2.6 
-CaCO, + 0,001 Proz. ZnSO,..... 3,1 
- CaCO, +0003 . ee 3.5 

CaCO, +0005 . A 4.0 


$2 2 19 go 3s 
— -~1bS Or +1 bo 


Im Zusammenhang mit Zinkgehalt und Reaktion der Nahrlésung 
steht auch die Bildung der Oxalsaure. 

Butkewitsch-Orlow und Buromsky haben gezeigt, da®B Aspergillus bei 
Gegenwart von Zink wenig oder keine Oxalsdure bildet. Das konnte ich 
bestatigen. Sobald ich meinen alkalischen Kulturlésungen optimale Mengen 
Zink zusetzte, konnte ich in ihnen nur noch wenig oder gar keine Oxalséure 
nachweisen, wahrend ich friiher oft groBe Mengen davon fallen konnte. Die 
Bildung der Oxalséure wird aber von anderen Autoren’ [Wehmer (1), 
Brenner, Nikitinski, Butkewitsch (1), Sakamura) mit der H’-Konzentration 
unmittelbar in Beziehung gesetzt. Nach den genannten Autoren soll in 
alkalischen (K,HPO,) und besonders auch in gepufferten (CaC O,)-Lésungen 
deshalb viel Oxalsaéure gebildet werden, weil dadurch das schiidliche Alkali 
neutralisiert wird. Unter der Giftwirkung der Oxalséure oder auch unter 
der unédkonomischen Produktion derselben soll dann das Wachstum des 
Aspergillus leiden. 

Ich erhielt auch in Nahrlésungen mit Na NO, und K,H PO, niemals 
beachtenswerte Mengen Oxalsiure, wenn die Lésungen gleichzeitig 
optimale Zinkmengen enthielten. Daraus mu geschlossen werden, 
daB die Oxalsiurebildung nicht unmittelbar, sondern mittelbar eine 
Funktion der zu niedrigen H'-Konzentration ist. Nicht die Alkalitat 
ist die Ursache, sondern die dadurch hervorgerufene Verminderung der 
Zinkkonzentration. Zinkmangel bewirkt eine Lihmung des Stoff- 
wechsels bei Aspergillus, was eine Anhiufung von Oxalsiure und 
ein Sinken des Erntegewichts zur Folge hat. Bei optimaler Zink- 
konzentration kann darum auch der geringere Naihrwert des Nitrats 
im Gegensatz zum Ammoniak nur durch eine schlechtere Verwertbarkeit 
(notwendige Reduktion) des N O,-Stickstoffs begriindet werden, nicht 
auch gleichzeitig durch eine ,,notgedrungene Erzeugung von Oxal- 
siure’ (Brenner). Die Abhangigkeit der Oxalsiurebildung von der 
Zinkkonzentration legt die Vermutung nahe, daB diese von vielen 
Pflanzen gebildete Siure vielleicht in engerer Beziehung zum EiweiBb- 
stoffwechsel steht (Palladin, Hansen, Schimper. Kostytschew). 

Aus den obigen Versuchen iiber Zink und H’-Konzentration geht 
ferner hervor, daB ich zur eingehenden biologischen Untersuchung des 
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Zinks eine schwach alkalische Nahrlésung (K,H PO,) mit physiologisch- 


alkalischer oder neutraler N-Quelle verwenden durfte und muBte. Nur auc 
so waren die Kulturbedingungen optimal, und nur so konnte ich die Rei 
Zinkverunreinigungen aus der Nahrlésung an die Kohle adsorbieren des 
sal: 
Die Lebensnotwendigkeit des Zinks fiir Aspergillus niger. gev 
Nach den Ergebnissen der folgenden beiden Versuche, die mit dat 
solchen alkalischen Nahrlésungen durchgefiihrt wurden, muBte ich hin 
vermuten, daB Zink nicht nur férderte, sondern sogar lebensnotwendig om 
fiir Aspergillus sei. = 
Die 
23. Versuch. 10. bis 15. Februar 1926. Nahrlésungen: Sal 
A (alkalisch) S (sauer) iibe 
H,O 400 H,O 400 ei 
Saccharose 20 Saccharose 20 Ver 
MgSO, 0,5 
NH,NO, 2 sell 

K,HPO, 1,7! KH,PQ, 1 

Fe 0,01 Fe 0,01 

K,SO, 0.6 des 
Nicht mit Kohle gereinigt ! gel 
25cem in 100-cem-Kolben. 25 bis 30°C, ferr 
Am 11. Februar: Von A alle gekeimt. Ansteigende Reihe der “re 
At 


Mycelentwicklung entsprechend den steigenden Zinkgaben schon 
sichtbar. S kleine Mycelinselchen. Ansteigende Reihe sehr deutlich. 
Am 12. Februar: Ansteigende Reihe nur noch bei A sichtbar. 24. 
Hier aber allgemein schwiachere Mycelien als bei 8S. Diese alle vdéllig 
gleich (weiB, steril), wihrend die von A braunlich gefarbt waren und 
Sporen in abfallender Reihe entsprechend steigenden Zinkgaben 
gebildet hatten. 
Am 15. Februar: A. Mycelien bei den héheren Zinkgaben stark 
gefaltet mit wenig Sporen. Die unteren Glieder der Reihe glatt mit 
mehr Sporen. Bei 20 ZnSO, waren die Konidientrager verkiimmert 
und die Konidien gelb. Die Lésungen waren schwach sauer und gelb 
bis schwach alkalisch und rot, entsprechend 0 bis 20 ZnSQ,. 
S. Mycelien alle gleich. Nur am Rande einzelne Sporenképfchen. Alle 
Lésungen schwach sauer. 





Gewichte der lufttrockenen Mycelien in g 


mg ZnSO, pro 100ccm 
A Ss 





0 Soe 
0,005 

0,1 ; pe 
05 

1 

5 


10 
des 
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Diesen Versuch habe ich schon im Eisenkapitel erwihnt und 
auch auf den Unterschied zwischen der sauren und der alkalischen 
Reihe hingewiesen (12. Versuch). In der sauren Reihe wurde vielleicht 
deshalb ein héheres Erntegewicht erzielt, weil der Stickstoff des Ammon- 
salzes leichter verwertbar ist als der vom Nitrat. DaB hier das Ernte- 
gewicht nicht auch mit steigender Zinkmenge anstieg, liegt offenbar 
daran, daB die als Verunreinigungen vorhandenen Zinkmengen schon 
hinreichten, um dies Héchstgewicht zu produzieren, und daB dann 
entsprechend 0,5 g Erntegewicht so viel Salpetersiure frei gemacht 
war, daB ein Weiterwachsen unméglich wurde (vgl. Versuche 20 und 21). 
Diese bestimmte Hemmungsschwelle, einer bestimmten Konzentration 
Salpetersiure entsprechend, wurde eben wahrend der Kulturdauer 
iiberall erreicht. In den ersten beiden Tagen war auch in dieser sauren 
teihe eine deutliche Férderung durch das Zink unverkennbar (wie in 
Versuche 18, 20 und 21). Eine Schadigung durch das Zink entsprechend 
seiner Konzentration hat auch hier nicht stattgefunden. 


Die alkalische Reihe laBt aber sogar auf absolute Notwendigkeit 
des Zinks schlieBen. Es bestand daher Aussicht, dab, wenn es mir 
gelang, die natiirlichen Zinkverunreinigungen aus der Lésung zu ent- 
fernen, der Schnittpunkt einer Zinkkurve auf der Ordinatenachse dem 
Nullpunkt sehr nahe kommen wiirde. Durch Adsorption aus alkalischer 
Lésung an Kohle konnte ich dieses Ziel schon fast erreichen. 


24. Versuch. 26. November bis 1. Dezember 1925. Nahrlésung: H,O 700, 
Dextrose 35, KNO, 3,5, K,HPO, 1,75, MgSO, 0,9. Mit 0,4 Proz. 
Kohle filtriert. + 0,01 Proz. Fe, + 0,001 Proz. ZnSO,. 25 cem in 
250-cem-Kolben. 30°C. 

A — Fe — Zn: nur eben gekeimt. Auf dem Keimmycel viele schwarze 
Sporen. Lésung farblos. 

A + Fe — Zn: dasselbe, aber etwas mehr Mvycel. Lésung farblos. 

A — Fe + Zn: wie A — Fe Zn, aber weniger Sporen. Lésung 
farblos. 


A + Fe + Zn: sehr starkes Mycel mit gelbbraunen Sporen. Lésung 
rotbraun. 





Trocken: Trocken- 
gewichte in g gewichte in g 


. « 0,016 . ° 0,053 
A—Fe—Zn " ? 0.018 . T Fe ayo 4 0.013 


“ae 0.062 ‘ . ae 0.671 
A—Fe+Zn-:--::-: 0.041 A + Fe+ Zn - 0.654 





Weit besser noch gliickte mir der Beweis fiir die Notwendigkeit 
des Zinks, als ich der alkalischen Lésung vor der Adsorption eine Spur 





322 H. Bortels: 


Ammoniumsulfid zusetzte, wodurch die Fallung und dementsprecheid 
auch die Adsorption des Zinks vollkommener ist. 


25. Versuch. 21. bis 26. Januar 1926. Nahrlésung: H,O 6006, Dextrose 3\, 
KNO, 5, K,HPO, 2,5, MgSO, 1,2, Fe 0,06. Zum Teil mit einer 
Spur Ammoniumsulfid und 5 Proz. Kohle gereinigt. + 0,0005 Proz 
ZnSQ,. 

25cem in 100-cem-Kolben. 30°C. 


Alle Lésungen ohne Zink farblos, mit Zink braun. Die Mycelien 
auf mit Kohle behandelter Lésung mit Zink hatten gelbe Spore: 
und waren zum Teil sehr inselig gewachsen. Die mit Sulfid und Kohk 
filtrierten Lésungen ohne Zink waren nur getriibt durch unter. 
getauchten Mycelschleier. Hier kein Wachstum an der Oberfliche: 





Trockengewichte in g 

— Sulfid — Kohle err. 0,151 0,173 
— _ = " we +t 0,370 0.365 
0,063 0.014 

0,236 0,245 

0,062 0.077 

+ H - ot LISA 0.354 0.379 
kalt filtriert + a e th ee tahatey eG 0,008 0,006 
a - -: .. - a peer 0,274 0,223 
hei® filtriert + . - Oe Gis eG 0,006 0,007 
. Bier al Be ELEN. eit 0,302 0,297 


+ 
“ 


Damit wire also die Methode zur Reinigung der Nahrlésung vom 
Zink gegeben und der Beweis fiir die Lebensnotwendigkeit des Zinks 
erbracht. Denn das, was ich vom Eisen sagte, gilt auch fiir das Zink: 
Die Adsorption ist nicht bis aufs letzte Atom quantitativ vollkommen, 
und Filter, Glas und Impfsporen geben wieder Zink an die Lésung ab 
Diese Spuren erméglichen dem Pilze Keimung und ein kaum noch 
wahrnehmbares Wachstum!). (Jenaer 20-Glas enthalt praktisch kein 
Zink und war deshalb fiir diese Versuche besonders geeignet.] 


Die Notwendigkeit von Eisen und Zink in saurer Lésung. 


Ich habe bis jetzt gezeigt, daB Eisen und Zink in den verwendeten 
alkalischen Nihrlésungen fiir Aspergillus niger notwendig sind. | )as 
gilt aber auch, wie vorauszusehen war, fiir saure Lésungen. 


26. Versuch. 8. bis 13. Januar 1926. Nahrlésung: H,O 100, Dextrose 5, 
KNO, 0,5, K,HPO, 0,25, MgSO, 0,125. Mit 3 Proz. Kohle gercinigt. 
+ 10mg Fe, + 0,9mg Zn pro 100 ccm. 
50 cem in 250-cem-Kolben. 30°C, 
Die sauren Lésungen (8S) wurden durch gemeinsames Anséuern 
der alkalischen Lésung (A) hergestellt. Dann erst wurden sie in ‘ie 


1) Betreffs Zinkkurve siehe Anhang und Kurve 2. (8S. 355.) 
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Kolben verteilt. Die Ansiéuerung geschah mit Essigsiuredimpfen, die 
dicht iiber der Nahrlésung aus gereinigtem Glasrohr austraten. Das 
Rohr tauchte nicht in die Nahrlésung ein. Da ich kein Ammonium- 
sulfid angewendet hatte, war das Zink natiirlich nicht vollkommen 
aus der Lésung entfernt. 





Fe Gewichte der lufttrockenen Mycelien in g 


+ 0.427 0,452 
+ 0,438 0,478 
+ 0,247 0,252 
= 0,164 0,247 
—_ 0,019 0,019 
— 0,010 0,008 
hat 0,036 0,018 
ons 0,009 0,008 


Nrny>ny> ny 


Der dkonomische Koeffizient in Abhangigkeit von 
Eisen und Zink. 

Bei Mangel an Eisen und Zink sinkt der édkonomische Koeffizient. 
Betreffs Zink hat Buromsky das Gegenteil behauptet, wihrend 
Ono und andere Forscher eine Erhéhung dieses Koeffizienten bei Zusatz 
von Zink feststellten. 


27. Versuch. 17. bis 24. Dezember 1925. Nahrlésung wie im vorigen Versuch, 
mit 1 Proz. Kohle gereinigt. 
+ 10mg Fe, + 0,4mg ZnSO, pro 100 cem. 
50 cem in 250-cem-Kolben. 28°C. 





Verbrauchter Der ékonomische Koeffizient : 


Zn Trockengewichte in g , -b1L., Trockengewicht =, 
nach Fehling) *) Verbrauchter Zucker 


0,950 0,945 3.72 3.72 0,255 0,254 
0,159 0.154 0,85 1,0 0,187 0,154 
0,041 0.042 10 1,0 0,041 0,042 
0,011 0,009 10 0.85 0,010 0,012 


*) Zu Beginn des Versuchs waren vorhanden 4,3 Proz. Dextrose. 
**) Auch hier mu beriicksichtigt werden, daB das Zink nicht vdllig adsorbiert wurde 


Die Schwankungen im Erntegewicht in Abhangigkeit 
von Eisen und Zink. 


Wenn man dem Pilze nicht die optimale Eisen- und Zinkkonzentra- 
tion gibt, hangt die Héhe der Trockensubstanzbildung sehr vom 
Zufall ab. Das Glas des einen Kulturkolbens wird mehr Eisen und Zink 
an die Lésung abgeben als das des anderen. Auch ist es méglich, dab 
die Lésung, wenn sie alkalisch ist, im einen Falle mehr von den Metallen 
mitbekommt als im anderen. Bei unteroptimaler Konzentration haben 
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aber auch schon ganz geringe Unterschiede recht betrichtliche Schwan. 
kungen im Erntegewicht zur Folge. 


28. Versuch. 17 bis 23 Januar 1926. Nahrlésung wie bei Versuch 2\, 
+ 0,001 Fe, + 0,001 Proz. ZnSQ,. 
50 ccm in 250-cem-Kolben. 24 bis 27°C. 


Es wurde iiberall mit der Nadel reichlich geimpft. 





Trockengewichte in g Trockengewicht in g 


0 855 0 348 0 925 
0.871 |0.633 0 538 
+ Fe + Zn \|0.899 + Fe—Zn 0,675 |— Fe + Zn | 0,542 
0 897 | 0.189 0.8 6 
0,903 0,296 0,553 





Aspergillus niger und Kupfer. 


Orientierende Versuche. 


Die Adsorptionsmethode mit voraufgehender Sulfidfallung in 
alkalischer Lésung brachte noch eine weitere Aufklirung, nimlich 
die, daB neben Eisen und Zink auch noch die iiberall vorhandenen 
Kupferspuren aus der Nahrlésung adsorbiert wurden, was eine auf- 
fillige Schidigung des Pilzes zur Folge hatte. Auf gereinigter Lésung 
und mit nachtriglichem Zinkzusatz produzierte Aspergillus zwar 
durchweg ein ansehnliches Erntegewicht, aber in seinen Artmerkmalen 
war er offenbar schwer geschidigt. Er bildete dann nimlich keine 
schwarzen Sporen mehr, sondern gelbe. Der Aspergillus, den ich nun 
immer erntete, war nicht mehr Aspergillus niger. Diese Schidigung 
trat nicht ein, wenn es in der Lésung an Zink fehlte. Dafiir war dann 
aber das Erntegewicht viel niedriger. Arcichovskij hat diese zerstérende 
Wirkung des Zinks auf die ,,Artorganisation’ auch beschrieben, und 
dies schwerwiegende Argument hat offenbar sehr zur Verbreitung der 
Anschauung von der Giftigkeit des Zinks beigetragen. 

Ich habe die eigenartige Erscheinung der gelben Sporen schon 
wiederholt erwihnt und machte diese Beobachtung zum ersten Male 
bei folgendem Versuch: 


29. Versuch. 5. bis 15. Marz 1925. Nahrlésung: H,O 100, Dextrose 5, 
NH,NO, 0,5, KH,PO, 0,25, MgSO, 0,125, Fe 0,01, ZnSO, 0,0001. 

200 ccm in 1-Liter-Kolben. 20°C. 
Der Pilz bildete dicke Decken von gelber Farbe. Frischgewichte 


18,3 und 15,5g. Die Lésungen waren ebenfalls gelb. Die Sporen 
waren anfangs hellgelb gefarbt und wurden dann allmahlich dunkler 


bis schwarzbraun. 
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Die Schadigung tritt also zuweilen auch in nicht gereinigten 
Kulturen auf, wenn diese gréBere Mengen Zink enthalten. 


Die weitgehende Beseitigung des Kupfers aus der Nahrlésung 
durch Adsorption sollte sich aber noch gefihrlicher auswirken. Bei 
einem Versuch mit fiinf Parallelen, deren schwach alkalische, ammon- 
sulfidhaltige Lésung mit Kohle griindlich gereinigt war, und die dann 
alle wieder Eisen und Zink (als chemisch reine Salze) in optimaler 
Konzentration bekommen hatten, waren diese fiinf Kulturen so schlecht 
gewachsen, daB ich sie — in der Annahme, irgend ein Versehen sei die 
Ursache — simtlich verwerfen muBte. Meiner Schitzung nach hatten 
sie alle nur ungefaihr halb soviel Trockensubstanz gebildet wie sonst 
iiblich. Die Frischgewichte betrugen 1,3 bis 1,8 g statt 3,5 bis 4,5 g. 
Die wenigen Sporen waren auBerdem ganz hell weibgelb gefirbt. Erst 
spiter wurde mir diese Erscheinung verstandlich. 


Zuerst dachte ich daran, ob nicht etwa auch bedeutende Mengen 
Magnesium und Phosphor bei der alkalischen Reaktion adsorbiert 
wiirden, iiberzeugte mich aber davon, daB es nicht der Fall war: 


30. Versuch. 17. bis 23. Januar 1926. Niahrlédsung von Versuch 26. Mit 
1 Proz. Kohle gereinigt. + 0,01 Proz. Fe, + 0,001 Proz. ZnS0O,, 
+ 0,05 Proz. MgSO, (Mg), + 0,1 Proz. K,HPO, (P). 


25 ccm in 100-cem-Kolben. 24 bis 27°C. 


Die mit Kohle gereinigten Kulturen ohne Zink hatten gleichviel 
gelbe und schwarze Sporen, die entsprechenden mit Zink hatten hell- 
braune bis gelbe Sporen. Die nicht gereinigten ohne Zn hatten schwarze 
und die entsprechenden mit Zink braune Sporen. Bei diesem Versuch 
muB8 beriicksichtigt werden, da8 ich die Nfhrlésung nicht mit Sulfid 
gereinigt habe. 





Gewichte der lufttrockenen Mycelien in g 


0.355 0,284 
0 455 0,482 
0.268 0 188 
0.392 0,374 
0413 0.3 3 
0.390 0 361 
0,376 0.423 


- 
- 


An der Héhe des Erntegewichts und an der Fiarbung der Sporen 
hatte der Zusatz von Magnesium und Phosphor nichts zu andern ver- 
mocht. Es war also sicher, daB die Kohle tatsachlich aus der alkalischen, 
besonders aber aus der sulfidhaltigen Lésung irgend ein wichtiges 
Element herausnahm (Versuche 25 und 33), das ich bislang iibersehen 
hatte. Um es zu bestimmen, untersuchte ich zunichst die Wirkung 

22° 
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des Mangans, weil dieses von Bertrand (3) (4) und Bertrand-J avillier (1) (2) 
des 6fteren als fiir Aspergillus ernahrungsphysiologisch besonders 
wichtig bezeichnet wurde. Zugleich priifte ich noch einmal auf Magne. 
sium nd Phosphor. 


31. Versuch. 6. bis 11. Februar 1926. Nahrlésung: H,O 1000, Saccharose 50, 
KNO, 5, K,HPO, 2,5, MgSO, 1. Mit 1 Proz. Kohle gereinigt. 
+ 0,01 Proz. Fe, + 0,0018 Proz. ZnSO, (ich verwendete immer 
chemisch reines Mohrsches Salz und _  ebensolches Zinksulfat). 
+ MnSO,: von einer fast gesittigten Lésung 3 Tropfen pro Kolben 
= Mn. 

0,04 Proz. MgSO, eh 
+008. K.HPO,| —¥% 


AuBerdem untersuchte ich auch noch die Asche des verwendeten 
Rohrzuckers, von der Uberlegung ausgehend, da8 dies Naturprodukt 
das gesuchte Element enthalten miisse. 10g Saccharose wurden in 
Quarzschalen verascht, die Asche in wenig Schwefelséure gelést, cie 
iiberschiissige Schwefelsiure abgeraucht und der Riickstand in wenig 
Aqua dest. aufgenommen. Diese Lésung wurde nach Neutralisation 
mit Natronlauge auf die beiden Kolben verteilt = Asche. 











Trockengewichte der Mycelien in g 


0,649 0,705 
0,012 0,006 
0,016 0,060 
-0.036 0,022 
+ Fe + Zn 0,652 0,660 
+Fe+Zn+Mn .... | 0,670 0,669 
+Fe+2Zn+ Asche ... ! 0,878 0.837 
+Fe+Zn+Myg,P... | 0,615 0,633 


Der sonst ganz betrachtliche Unterschied zwischen den gereinigten 
und nicht gereinigten Nahrlésungen mit Eisen und Zink ist hier kaum 
zu erkennen, offenbar weil ich kein Sulfid angewandt hatte. Auch 
ist es méglich, da8 die Lésung schon vor der Kohlefiltration nicht 
viel von dem gesuchten Element enthielt. 


Eine deutliche Férderung durch Mangan war nicht zu erkennen; 
auch die Sporenfarbe war nach wie vor gelb. Dagegen war beim Aschen- 
zusatz das Trockengewicht sehr merkbar gestiegen, und die Sporen 
dieser Kulturen waren typisch schwarz gefairbt. Der Rohrzucker 
(vgl. Versuch 36) enthilt also das gesuchte Element, wenn auch nicht 
in den Mengen, daB die Nahrlésung mit 5 oder 10 Proz. Zucker gleich 
geniigend davon mitbekommt. Wenn man demnach die Zuckergabe 
steigert, dann nihert sich damit nicht nur die Konzentration des 
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Kohlenstoffs dem Optimum, sondern auch noch die mindestens eines 
anderen Faktors (siehe spiter). Die Erhéhung der Trockensubstanz- 
produktion hat somit nicht eine, sondern wenigstens zwei Ursachen. 

Um nun endlich hinter das Geheimnis zu kommen, was eigentlich 
in der Zuckerasche diese Wirkung auf Aspergillus ausiibte, muBte ich 
mehrere verschiedene Salze getrennt auf ihre Wirkung untersuchen. 


Die Notwendigkeit des Kupfers zum natiirlichen Gedeihen 
des Aspergillus niger. 

In Anbetracht der Tatsache, daB gerade Sulfid die Adsorption 
des fraglichen Elements so sehr begiinstigte (Versuche 15, 16 und 34), 
vermutete ich nunmehr, daB wohl in erster Linie ein Schwermetall in 
Frage kame und davon vor allem das Kupfer, denn das Mangan hatte 
ich ja bereits ausgeschieden. Dafiir spricht auch die Beobachtung, 
daB oft schon nach Zusatz von Ammonsulfid ohne Kohlefiltration das 
Erntegewicht etwas sank (Versuch 34), und stets heller gefiirbte Sporen 
gebildet wurden, was in rein alkalischer Lésung niemals in dem MaBe 
der Fall war. Die Wirkung des gesuchten Elements war also zum Teil 
schon allein durch den Sulfidzusatz aufgehoben. Bedenkt man, dab 
Kupfersulfid in verdiinnten Sauren praktisch unléslich ist — der Pilz 
bildet ja Saéuren, die wohl Zinksulfid, nicht aber Kupfersulfid lésen 
kénnen —, so ist das ganz erklarlich. 


32. Versuch. 15. bis 20. Februar 1926. Nahrlésung wie in Versuch 31. 
Mit einer Spur (NH,),8 und 5 Proz. Kohle gereinigt. + 0,01 Proz. Fe, 
+ 0,001 Proz. ZnSO,. 
Ferner: + Si als je 1 Tropfen Wasserglas, 

+ 0,0001 Proz. Cu als CuSO,, 

0,01 » Mn,, MnSO, 

0,000 1 » Al ,, Al,(SO,),, 

0,00005 ,, Cd ,, Cd(NO,),, 

0.0001 = ,, Co ,, CoC, 

0,000 5 » Hg, HgCi, 

0,00005 ,, As ,, As,Os. 

Diese Salze waren nicht chemisch rein und wurden in Aqua dest. 


gelést zugesetzt. Dadurch wurde die Nahrlésung natiirlich wieder 
mehr oder weniger mit Zink verunreinigt, besonders beim Mangansulfat. 


50 cem in 250-cem-Kolben. 25 bis 30°C. 


i 
es 


HH HE Ht H 


Ohne Kohlefiltration: + Zn: gelbe Sporen mit wenig schwarzen ge- 
mischt. 


Mit ” + Zn: gelbe Sporen. 
+ Zn + Cu: schwarze Sporen. 


Alle iibrigen: gelbe bis hellbraune Sporen. 
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Trockengewichte in g 


Ohne Kohlefiltration + Fe+ Zn ........ 0.717 0.613 
Mit . + Fe + Zn 0.613 0 590 
+ Fe+Zn+Cu...«... 0.765 0.750 
+ Fe + Zn + Si 0 549 0.331 
+ Fe + Zn +! 0 543 0.501 
+ Fe+ Zn+ Al. 0.563 0 564 
+ Fe+ Zn+C 0 447 0.464 
+ Fe+ Zn+C + ry 0 538 0 584 
+ Fe + Zn 0 547 0515 
+ Fe + Zn +4 0.540 0.534 
+ Fe—Zn+C 0 030 0079 
+ Fe— Zn + Si 0 023 0.027 
+ Fe — Zn 4 si to ny Se 0070 0.123 
+ Fe—Zn + £ 0 028 0.060 
+ Fe—Zn+C 0.000 0.000 
" + Fe—Zn+C 0.041 0.055 
‘ + Fe— Zn + Hg 0.043 0,041 
- + Fe— Zn + As 0,069 0,071 

Diese Zahlen lehren, daB Eisen und Zink allein nicht geniigen, um 
die héchsten Ernten zu erzeugen. Ein Héhepunkt des Wachstums 
wird erst bei Gegenwart von Kupfer erreicht. Die augenscheinlich 
gréBte Bedeutung des Kupfers aber liegt darin, daB es allein imstande 
ist, die typische Schwarzfirbung der Konidien hervorzurufen. 

Aus der Tabelle ist noch mehr zu ersehen: Das Kupfer kann durch 
keines der anderen angefiihrten Elemente ersetzt werden. Auch die 
Funktion des Zinks ist spezifisch ; es kann ebenfalls nicht ersetzt werden. 
auch nicht durch Kupfer oder Cadmium (Lepierre). Eine férdernde 
Wirkung des Arsens, wie sie Orlowski beobachtet hat, konnte ich nicht 
feststellen. Ich muB dabei eber erwihnen, daB auch von einer Wirkung 
des Quecksilbers (Butkewitsch-Orlow) in der Tabelle nichts zu sehen ist. 
obwohl ich friiher selber einmal eine deutliche Férderung durch Queck- 
silber beobachten konnte (Versuch 32a). 


Versuch 32a. 6. bis 10. Oktober 1925. Nahrlésung: H,O 100, Saccharose 5, 
NH,NO, 0,5, KH, PO, 0,25, MgSO, 0,125. 
25 cem in 100-cem-Kolben. 25°C. 





hen Hg Cl, Frischgewichte in g aot pe Frischgewichte in g 


0 0,6 0,4 0 005 0 
0.00005 0,6 0.6 0.025 0, 
0.0001 06 0.5 0.125 1, 
0.001 0.6 0.6 0,625 1, 
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Die letzte Konzentration entspricht ungefihr derjenigen von 
Versuch 32. Der Unterschied zu diesem Versuch liegt darin, da8 hier 
bei Versuch 32a die Nahrlésung nicht mit Kohle behandelt, ihr kein 
Eisen und Zink zugesetzt wurde und die Stickstoffquelle eine andere 
war. AuBerdem war bei diesem Versuch die H -Konzentration viel 
gréBer. Weshalb das Quecksilber in Versuch 32a stimuliert hat und 
in Versuch 32 nicht, ist mir vorléufig unversténdlich '). 


Uber die auBerordentlich geringe Optimalkonzentration des 
Kupfers gibt der folgende Versuch Auskunft, der zugleich auch zeigen 
soll, wie das Kupfer in allen natiirlichen Medien enthalten ist und 


hier wirkt. 


33. Versuch. 20. bis 26. Februar 1926. Nahrlésung wie in Versuch 31. 
Mit einer Spur (N H,),8 und | Proz. Kohle gereinigt. 
+ 0,01 Proz. Fe, + 0,002 Proz. Zn, + 0,00005 Proz. CuS0O,, 
+ 0,0005 Proz. CuSO, + Saccharose-Asche, + Erdextrakt-Asche. 
Zuckerasche (vgl. Versuch 34): 10 g Saccharose verascht. +- H,80,. 
H,SO, abgeraucht. + H,O, + KOH bis eben alkalisch. Diese 
Lésung in zwei gleiche Teile: 
a) so auf die beiden Parallelen verteilt, 
b) zuvor mit (NH,),8 und Kohle gereinigt. 
Erdasche: Extrakt eingedampft und genau so behandelt. 
25cem in 100-cem-Kolben. 25 bis 30°C. 
Nicht gereinigt : gelbe Sporen mit wenig schwarzen ge- 
mischt. 
Gereinigt: . . .. . . . . gelbe Sporen. 
a +Cu... . . . sechwarze Sporen. 
+ Zuckerasche a)schwarze Sporen. 
9 b)gelbe Sporen. 
- Erdasche . . a) schwarze Sporen. 
b) gelbe Sporen. 


” 





Trockengewichte in g 


a ee ee 0.448 0 462 
I Sl the ig. e alee 06: me an 64:5 0,291 0.303 
+ 000005 Proz.CuSQ,..... 0.427 0.447 
+ 0.0005 Proz. CuSO, ..... 0.405 0 456 
+ Zuckerasche a ........ 0 461 0 461 
+ a Re all er tat oe ve 0,313 0.341 
+Erdaschea ......... 0.479 0 494 
+ a Bt” cars acs ates de 0,351 0,347 


1) Es stellte sich nachtriaglich heraus, daB in dem Brutzimmer, in dem 
die Kulturen standen, Quecksilber auf dem FuBboden verschiittet war, 
so daB sogar eine Vergiftung einiger Institutsangehériger eingetreten war. 
Es ware durchaus méglich, daB die Unwirksamkeit des Quecksilbers beim 
zweiten Versuch auf den Gehalt der Luft daran zuriickzufiihren ware. 
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Die Optimalkonzentration des Kupfers liegt also nicht iiber 
0,00005 Proz. CuSO,'). Es ist klar, daB unter diesen Umstinden es 
sehr schwer sein diirfte, das Kupfer so weitgehend aus der Lésung zu 
entfernen, daB, wenn es auch lebensnotwendig sein sollte, der Pilz nicht 
mehr imstande wire, zu wachsen. Die Frage, ob das Kupfer auch zu 
den lebensnotwendigen Elementen zu zihlen ist, muB also vorerst 
noch unentschieden bleiben. 


Uber die Méglichkeit, da®B noch andere Aschenelemente 
fiir die Wachtumsgré8e des Aspergillus niger wichtig sind. 


Bei genauerer Betrachtung der obigen Zahlen fallt die bemerkens 
werte Tatsache auf, dab mit dem qualitativ unbekannten Aschen- 
riickstand von Erde ein noch héheres Erntegewicht erzielt wird als 
mit Kupfer allein. AuBerdem sinkt die Zahl nach Zusatz der durch 
Adsorption gereinigten Lésungen der betreffenden Aschensalzgemische 
nicht wieder auf den urspriinglichen Wert 0,3, sondern auf 0,35. Das 
ist sehr wichtig und soll in dem nachsten Versuch noch deutlicher 
gezeigt werden. 


34. Versuch. 25. Februar bis 1. Marz 1926. Nahrlésung: H,O 1000, 
Saccharose 100, NaNO, 10, K,HPO, 2,5, MgSO, 1,25. Zum Teil 
mit einer Spur Ammoniumsulfid und 1 Proz. Kohle gereinigt. 

+ 0,01 Proz. Fe, + 0,0008 Proz. Zn, + 0,0003 Proz. Cu, 
+ 0,0025 Proz. Cu. : 


Als Zusatze ferner: 


. Je Kolben Asche von 5g Saccharose als Sulfat (hergestellt, wie 
im vorigen Versuch beschrieben) = Zucker. 


. Je Kolben Asche von 50 ccm Wiirze als Sulfat (ebenso hergestellt) 
= Wiirze. 

. Je Kolben Asche von 2,5 g Merckscher Blutkohle als Sulfat 
(ebenso hergestellt) = Blut. 

. Eine leere, schon oft benutzte Quarzschale wie die anderen Ver- 


aschungsschalen (ebenfalls Quarz), und die resultierende Lésung 
wie die anderen Lésungen behandelt = Quarz. 


Diese nachtraglich zugesetzten Lésungen wurden vorher mit 
KOH schwach alkalisch gemacht. 
Nur die mit Sulfid gereinigten Lésungen erhielten die obigen 


Kupfer- und Aschenzusiétze. 25 ccm Nahrlésung ohne obige Zusatz- 
lésung in 100-cem-Kolben. 25 bis 30°C. 


1) Siehe Anhang. (S. 355.) 
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Versuchsergebnis. Unerkliarlich ist es, daB eine Parallele von — Sulfid 
+ Kohle — Fe — Zn iiberhaupt nicht gekemmt war. 
— Sulfid — Kohle + Fe + Zn: schwarze Sporen mit ganz wenig 
braunen gemischt. 
+ Fe + Zn: hellbraune Sporen. 
+ Fe + Zn: “- B: 
+ Fe + Zn: hellgelbe Sporen. 
+ Fe + Zn + Quarz: hellbraune Sporen. 
+ Fe + Zn + Cu: schwarze - 
Me + Fe + Zn + Zucker: ,, 
» + » + Fe+ Zn + Wiirze: ,, = 
oo -. 2 + Fe + Zn + Blut: a - 
Je gréBer das Gewicht, um so briichiger war das Mycel. 





Trockengewichte in g 


— Sulfid — Kohle + Fe + Zn “he 0.534 0,522 
ae ae? . aoa 6 < ae 0.494 0.504 

+ , —Fe—Zn 0011 0,000 
+Fe—Zn... 0.031 0,028 

— Fe + Zn preky 0.040 0.033 
PPE. ace tee ae) kee 0511 0,464 
—Fe—Zn 0,006 0.018 
+Fe—Zn... 0.029 0,030 
—Fe-+ Zn ch eiaiol 0,044 0,059 

+ Fe + Zn 0.458 0,469 

+ Fe + Zn +. 0,0003 Proz. Cu . 0,595 0.601 

+ Fe + Zn + 0,0025 Proz. Cu . 0,600 0,490 

+ Fe + Zn + Quarz 0,582 0.578 

+ Fe + Zn + Zucker 0,648 0,656 

+ + Fe + Zn + Wiirze 0,771 0.738 
+ . +Fe+Zn-+ Blut 0,793 0,761 


+- - 


a 
a 
oe 


Es sei besonders erwahnt, daB die Kohle nur eine kaum bemerkbare 
Menge braunroter (Fe,0,) Asche ergab, so daB also diese auBerordentlich 
férdernde Wirkung nicht durch schon bekannte Aschensalze (Mg, K, P) 
hervorgerufen sein kann. (Nach Angabe der Firma E. Merck betrigt 
der Aschengehalt ihrer Carbo medicinalis nur | bis 3 Proz.). 

Wihrend ich mit Hilfe von Kupfer das Trockengewicht nur von 
0,5 auf 0,6 g erhdhen konnte, gelang es mir, dieses mit Wiirze und Blut 
bis auf nahezu 0,8 g zu bringen. Welches in diesen natiirlichen Salz- 
gemischen die wirksamen Faktoren sind, will ich spiter versuchen, mit 
Hilfe einer abgeinderten Fillungs- und Adsorptionsmethode zu er- 
mitteln. Die Wirkung des Kupfers durch gréBere Gaben zu steigern, ist 
jedenfalls nicht méglich, denn das eine der betreffenden Mycelien war 
durch 0,0025 Proz. Cu schon stark geschidigt. 
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Die Tatsache, daB Aspergillus auf Wiirze meist sehr viel besser 
wichst als auf reiner Zuckerlésung, ist auch sicher nicht nur durch 
die quantitative und qualitative Beschaffenheit der Kohlenstoffquelle 
bedingt, sondern auch dadurch, daB der Pilz auf Wiirze im Gegensatz 
zur Zuckerliésung ein natiirlicheres, optimaleres Gemisch der fiir ihn 
wichtigen Aschensalze vorfindet. 


Ill. Die Wirkung von Eisen, Zink und Kupfer auf sonstige Stoffwechsel- 
vorginge bei Aspergillus niger. 


Die Sporenbildung. 

Ich habe schon eingangs bei den orientierenden Versuchen iiber 
Eisen erwahnt, daB ich auf den anfangs verwendeten sauren Lésungen 
héhere Erntegewichte erzielte, wenn ich diese mit Kohle filtrierte und 
ihnen nachtraglich wieder Eisen zusetzte. Aber diese Mycelien blieben 
gewohnlich ganz steril. Es ist das in erster Linie eine Wirkung des 
Zinks (aus der Kohle) und mittelbar dann auch eine solche der H -Kon. 
zentration. Deutlich trat das bei folgendem Versuch in Erscheinung: 


35. Versuch. 20. bis 28. September 1925. Nahrlésung: H,O 100, Dextrose 5, 
(NH,),.80O, 0,5, KH,PO, 0,25, MgSO, 0,125. 25cem in 100-ccm- 
Kolben. 25 bis 30°C. 





Gewicht der luft- 


ety yee & trockenen Mycelien Sporen 
& 


0.25 ziemlich viel 
— Fe + 0.02 Zn 0.54 weniger 
— Fe + 0.2 Zn 0.78 nur am Rande 
0,1 Fe— Zn 0.24 viel 
0,1 Fe + 0,02 Zn 0.62 weniger 
0.1 Fe + 0,2 Zn 0,81 nur am Rande 
10 Fe — Zn 0,77 dicker Rasen 
10 Fe + 0.02 Zn 0.93 weniger 
10 Fe + 0,2 Zn 0,74 fast keine 


DaB das Zink die Hauptursache dieser Sterilitat ist, geht aus einem 
Versuch mit alkalischer Lésung hervor. 


36. Versuch. 14. bis 22. Februar 1926. Nahrlésung: H,O 1600, Saccha- 
rose 80, Harnstoff 8, K, HPO, 3, MgSO, 2, Mit 1 Proz. Kohle gereinigt. 

+ 0,000001 Proz. Fe, 
| 0,01 


+ 


mg ZnSO, pro 100 ccm 


1 
5 
200 cem in 1-Liter-Kolben. Nicht sterilisiert. 25 bis 30°C. 
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Diesen Versuch hatte ich zu einem anderen Zweck angesetzt 
und werde ihn spéter noch erwihnen. Er war aber auch betreffs 
Sporenbildung lehrreich: 

— Fe — Zn: zartes, schleierférmiges Mycel mit wenig Sporen. 

— Fe + Zn: diinnes Mycel mit sehr wenig Sporen. 

+ Fe — Zn: schwarz von Sporen. Hautdiinnes Mycel. 

+ Fe + 0,01 Zn: Mycel dicker. Sporen etwas weniger. 

+ Fe + 1 Zn: Mycel dick. Wenig Sporen. 

+ Fe + 5 Zn: Mycel dick. Fast gar keine Sporen. 


Also bei hoher Zink- und niedriger Eisenkonzentration starkes 
vegetatives Wachstum und geringe oder gar keine Fruktifikation. 
Diese Erscheinung ist vielleicht auch ein Argument dafiir, daB Zink 
in Beziehung zum Eiweibstoffwechsel steht. Das Zink driangt den 
N-Stoffwechsel in den Vordergrund, wodurch immer — auch bei héheren 
Pflanzen — die Fruktifikation zuriickgedriingt wird (Gesetz von Klebs). 
Viel Zink wirkt also in dieser Beziehung genau so wie viel Stickstoff, 
und die Zinkwirkung kommt besonders dann stark zur Geltung, wenn 
eine besonders gute N-Quelle reichlich vorhanden ist. Umgekehrt ist 
die Wirkung bei hoher Eisen- und geringer Zinkkonzentration. Dann 
ist das vegetative Wachstum weniger stark, und das diinne Mycel ist 
iiber und iiber mit Sporen bedeckt. Das Eisen steigert die Atmung 
und mu8 damit auch den C-Stoffwechsel steigern und so dje Bedingung 
fiir eine reichliche Fruktifikation schaffen. 


Die Sporenbildung ist also abhingig von Eisen und Zink und nicht 
von Eisen oder Zink allein. 


Diese Beziehung zwischen der Sporenbildung und dem Eiren und 
Zink haben schon die franzésischen Forscher Linossier (1) (2), J avillier- 
Sauton und Sauton (1) geahnt. Auch Richards hat Unterdriickung der 
Sporenbildung durch Zinkzusatz festgestellt. Wahrend Linossier 
behauptet hatte, das Eisen bewirke die Bildung des schwarzen Sporen- 
farbstoffs und somit auch der Sporen selbst, behaupteten J/avillier- 
Sauton, daB nicht das Fehlen des Eisens, sondern die Gegenwart des 
Zinks die Ursache fiir das Ausbleiben der Sporen sei. Das Zink wirke 
besonders bei schlechter Ernahrung des Pilzes, was ja beim Eisen- 
mangel der Fall sei. Dem Zink maBen die Forscher eine gréBere Be- 
deutung bei als dem Eisen, weil sie in ,,eisenfrei“ aufgewachsenen 
Mvycelien mit Rhodan kein Eisen mehr nachweisen konnten. 


Die Sporenjarbe. 


Wie der Name des Pilzes besagt, sind seine Sporen fiir gew6éhnlich 
schwarz gefirbt. Diesen Farbstoff hat Linossier (1) ,,Aspergillin’ genannt 
und ihn mit dem Hamatin der Tiere verglichen, weil er ziemlich viel Eisen 
enthalten und Sauerstoff binden soll. Vor allem bei seiner Bildung ab- 
sorbiere das Aspergillin sehr viel Sauerstoff. Worauf das beruht, werde 
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ich zeigen. Friiher hatte man das Aspergillin sowie auch noch andere 
schwarze Pilzfarbstoffe (Sporen der Brandpilze) als Humine angesehen 
(Lucas). Neuerdings aber neigt man mehr zu der Annahme, solche dunklen 
Farbstoffe seien Anthrachinonderivate (Czapek). Fiir das Aspergillin 
trifft jedenfalls, wie ich zeigen konnte, die friihere Annahme zu. 


37. Versuch. Von mehreren sporenreichen Mycelien schwemmte und tupfte 
ich die Sporen mit H,O ab, setzte eine Spur Kalilauge zu, verrieb mit 
Quarzsand und filtrierte. Das Filtrat war braunrot gefairbt. Mit 
Salzséure flockte dieser Farbstoff in braunschwarzen, voluminésen 
Massen aus, die sich mit ganz wenig Alkali oder Ammoniak wieder 
braunrot lésten. Die nach der Fallung restierende Fliissigkeit war 
schwach gelb. Eine gréBere Menge dieses ausgefaillten und gut ge. 
waschenen Niederschlags léste sich schon auf Zusatz einer auber- 
ordentlich geringen Menge Natronlauge, so daB ich den Vorgang als 
Peptisation ansprechen muBte. In dem braunen Niederschlag lag also 
offenbar ein Kolloidgel vor, das durch Natronlauge peptisiert wurde. 


38. Versuch. Eine sporenreiche, schwarze Decke rieb ich zuniachst mit 
96proz. Alkohol ab und filtrierte. Filtrat rotbraun /. 

1. Riickstand + H,O. Filtrat rotbraun 2. 

2. Riickstand + NH,-Wasser. Filtrat rotbraun 3. 

Es blieb ein schwarzer dritter Riickstand, der sich auch nicht in 
Alkali léste. 

1. + HCl: Allmaéhlich (nach Zusatz von etwas H,O schneller) 
Triibung und Absetzen eines braunen, typisch huminen Niederschlags. 
Die iiberstehende Fliissigkeit war stark gelb gefarbt. Ein anderer Tei! 
wurde verdunstet und dann in H,O aufgenommen. Hierin léste sich 
nicht alles. Das iibrige ging zum Teil wieder nur in Alkohol iiber. 
Der Rest blieb ungelést. Die H,O-Lésung verhielt sich gegen HCi 
wie die alkoholische Lésung. 

2. Mit HCl sofort braune, humine Flocken. Filtrat véllig farblos. 

3. + HCl: Wie 2. Filtrat vdéllig farblos. 


Die Farbe und die Art der Fillung dieser Extrakte sind genau 
dieselben wie beim Erdhumus. Deshalb scheint fiir diese Fraktionen 
des schwarzen Konidienfarbstoffe auch nur die Bezeichnung ,,Humine” 
angebracht, ein Ausdruck, der iiber die Chemie dieser Stoffe allerdings 
auch nichts aussagt. Die unterschiedlichen Eigenschaften betreffs 
Léslichkeit und Fallung lassen sich vielleicht zum Teil durch Annahme 
verschiedener TeilchengréBen erkliren. Waren diese Kérper noch 
Anthrachinone, dann wiirden sie sich betreffs Léslichkeit etwas anders 
verhalten: 


39. Versuch. Eine Peptisation des schwarzen Materials mit NaOH wurde 
mit HCl gefallt und viermal mit H,O gewaschen. Der Riickstand léste 
sich nicht in H,O, Alkohol, Aceton oder H,SO,, wohl aber in H,0, 
dem eine minimale Spur NaOH zugesetzt war. 
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Dieser schwarzbraune, voluminése Niederschlag ist gewiB nichts 
anderes als jene noch nicht naéher bekannten Stoffe, die man ,,Humusséuren“ 
nennt. 

Das Filtrat der Fallung war gelb gefarbt. Der Niederschlag wurde 
wieder in NaOH gelést und abermals gefallt. Nach dieser Elimination 
des gelben, nicht fallbaren Anteils war das Filtrat véllig farblos. Auch 
bei der Fallung eines Erdhumusextraktes bleibt das Filtrat immer 
schwach gelb gefirbt. Diese Fraktion scheint das zu sein, was sich in 
Alkohol lést. Natiirlich gibt es zwischen diesen Stufen verschiedener 
TeilchengréBe Ubergange. 

Die Lésungs- und Fallungsverhaltnisse der verschiedenen Humin- 
anteile sind sehr kompliziert. 


40. Versuch. Eine rotbraune alkoholische Lésung von ,,Aspergillin“* gab 
mit HCl eine geringe braune Fallung. Das rotbraune Filtrat zeigte 
nach NaOH-Zusatz tiefgriine Fluoreszenz. Zugleich entstand ein 
Niederschlag, der sich in H,O léste und darin nunmehr mit HCl 
quantitativ gefallt werden konnte. Das alkoholische Filtrat wurde auf 
dem Wasserbad nach Zusatz von wenig H,O so lange eingedampft, bis 
sich der ganze Alkohol verfliichtigt hatte. Hierbei triibte sich die stark 
eingedickte Lésung. Auf Zusatz von HCl entstand ein dicker Nieder- 
schlag in dem MaBe, wie CO, entwich, die von der NaOH absorbiert 
war (die Lésung hatte einen Tag gestanden). Dann lieB ich das Ganze 
wieder einen Tag stehen und pipettierte dann die iiberstehende gelbe 
Lésung ab. Dabei entwich der Rest CO,, die Farbe ging von Gelb 
in Braun iiber, und feine schwebende braune Fléckchen fielen aus. 
Es scheint also, als ob diese Huminfraktion durch adsorptiv gebundene 
CO, in der sauren Lésung vor dem Ausflocken geschiitzt wird. 


Linossier hatte das ,,Aspergillin“ analysiert und viel Eisen gefunden 
und glaubte deshalb, den Stoff als eine einheitliche Eisenverbindung 
ansprechen zu miissen. Da aber der schwarze Sporenfarbstoff gemaiB 
obiger Versuchsresultate ein kolloides Gemenge verschiedener Humin- 
substanzen ist, so wird wahrscheinlich die Gesamtmenge des Eisens 
nicht chemisch, sondern adsorptiv gebunden sein, wie auch Erdhumus 
viel solches Eisen enthalt. 


41. Versuch. Durch ein Filter mit gut gewaschenem Aspergillinhumus 
saugte ich eine Eisenchloridlésung, die sich vorher mit HCl, H,O, 
und NH,SCN kriaftig rot farbte. Nach der Filtration gab diese Lésung 
mit Rhodan gar keine Farbung mehr. Also war alles Eisen adsorbiert. 
Ich sehe folglich im Aspergillin von Linossier nichts anderes als 

ein Gemenge von verschieden stark humifizierten Substanzen. 

Was ist aber bei Aspergillus niger der Vorgang der Humifizierung 
und was kommt als Ausgangsstoff in Frage! Ich habe bewiesen, dali 
der schwarze Sporenhumus nur bei Gegenwart von Kupfer gebildet 
wird. Ohne Kupfer bleiben die Sporen gelb, wihrend sie bei unter- 
optimaler Kupferkonzentration allmahlich von gelb bis schwarzbraun 
nachdunkeln (Versuch 29), oder auch Mischungen von gelben und 
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schwarzen Sporen entstehen. Das Kupfer katalysiert also die Humi- 
fizierung, die zur Bildung fallbarer, schwarzbrauner Humussiuren 
fiihrt. Ganz analoge Vorgiinge spielen sich in der Nahrlésung ab (siehe 
nichstes Kapitel). Schon Milburn hat vermutet, daB zwischen der 
gelben Farbe in der Lésung und dem Sporenfarbstoff Beziehungen 
bestehen. Solche Zusammenhinge konnte ich tatsichlich nachweisen 
Bei unteroptimaler Eisen- und Kupferkonzentration wird nimlich in 
stickstoff- und zinkreichen Nahrlésungen ein schéner Farbstoff gebildet 
der offenbar durch Kupfer in mit Salzsaure fillbare schwarzbraune 
Humusséuren und durch Eisen in nicht fallbare, gelbe Humine ver- 
wandelt wird. 

Dieser Farbstoff steht also in enger Beziehung zur Humifizierung 
und kommt vielleicht auch als Ausgangsstoff hierfiir in Frage. (Nach 
Adler-Wiechowski bilden sich Humine in alkalischer Lésung nur aus 
zyklischen Koérpern.) Den Vorgang der Humifizierung selbst kénnte 
man sich so vorstellen, daB diese beim EiweiBabbau entstehenden 
zyklischen Kérper sich bei gleichzeitiger Oxydation vermittelst Kupfer- 
katalyse kondensieren [Wertheimer ')]. So entstehen wahrscheinlich die 
mit Salzsiure fallbaren Humussiuren des Aspergillins, wahrend die 
Bildung der gelben, nicht fallbaren Humine offenbar vom Eisen kata- 
lysiert wird. Auf diese Weise diirfte vielleicht auch die Entstehung 
eines Teiles von Erdhumus zu erkliren sein. 

Am SchluB dieses Kapitels méchte ich noch auf folgendes hinweisen: 
Wehmer hat schon die Forderung erhoben, die hell gefarbten Aspergillus- 
arten dem Aspergillus niger als Spezies anzugliedern. Zu derselben Ansicht 
kommt Schiemann. Sie faBt die braunen oder gelben Arten als Farb- 
mutanten auf. Den schon bestehenden ochraceus und ostianus fiigt sie 
die neuen Spezies fuscus und cinamomeus hinzu. Die Haufigkeit der Ent- 
stehung solcher Mutation wurde durch ,,starke Reize“* gesteigert. Zuweilen 
traten auch Riickschlige auf (Modifikationen). Ich vermute, daB bei dieser 
Mutations- und Modifikationsbildung auch Zink und Kupfer eine Rolle 
gespielt haben. Alle derartigen Beschreibungen hellfarbiger Aspergillus- 
rassen miiBten auf diesen neuen Gesichtspunkt hin kritisch gepriift werden ; 
ein gleiches gilt auch von der Arbeit von Jaenicke. 


Die Farbe der Nahrlésung. 
Ahnliche Verhiltnisse wie die eben beschriebenen kehren bei der 
verschiedenartigen Fiarbung der Nahrlésung wieder. 


1) Erst bei Drucklegung der Arbeit konnte ich die Literatur iiber 
Humusstoffe naher einsehen und muBte feststellen, daB auch Fuchs (Mar- 
gosches und Fuchs, ,,.Uber Naturprodukte“, Dresden und Leipzig 1923), 
Eller und Koch (Ber. d. deutsch. chem. Ges. 58, 1490, 1919), Schrader 
(Brennstoffchemie 8, 161, 1922) und Héfer von Heimhalt (Naturwissensch. 
10, 113, 1922) auf ganz anderen Wegen zur Uberzeugung gelangt sind, daB die 
Humusstoffe durch oxydative Kondensation von zyklischen Kérpern 
entstehen. 
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Der Pilz farbt saure Z uckerlésungen gewohnlich gelb. Von diesem Farb- 
stoff léste sich manchmal ein geringer Teil in Ather, meistens aber nicht. 
Mit Salzséure wurde die gelbe Farbe zuweilen etwas dunkler, momentan 
entstand aber kein Niederschlag. Erst nach langerem Stehen setzte sich oft 
ein geringer brauner Niederschlag ab. Dieser nicht atherlésliche Teil war 
in Alkohol léslich. Das war also offensichtlich das schon beschriebene, nicht 
fallbare Humin mit einer geringen Beimischung von fallbaren Humusséuren. 

Setzte ich nun aber das erwachsene Mycel von der inzwischen stark 
sauer gewordenen Nahrlésung auf eine reine Aschensalzlésung mit Kalium- 
nitrat ohne Zucker, dann sezernierte das Mycel in diese Lésung einen 
schmutzig rotvioletten Farbstoff in geringer Menge, der mit Salzséure in 
leuchtend gelb umschlug. Zucker stand dem Pilz bei Bildung des Kérpers 
nicht zur Verfiigung. Er muBte also wohl ein EiweiSspaltprodukt sein. 
Dieser &therlésliche Farbstoff wurde vom Pilz in sehr groBen Mengen 
gebildet, wenn die Nahrlésung reichlich Zink, wenig Eisen, keinen Kupfer- 
zusatz und auBerdem sekundires Phosphat, wenig Zucker und viel Stickstoff 
enthielt. Die Nahrlésung war dann nach mehreren Tagen schmutzig violett 
gefiarbt. Mit Salzsiure schlug die Farbe in goldgelb um und lief sich dann 
mit Ather ausschiitteln, wodurch der Farbstoff von den Huminen gereinigt 
wurde. Unterschichtete ich die gelbe Atherlésung mit schwach alkalischem 
Wasser und schiittelte durch, dann trat der Farbstoff mit braunvioletter 
Farbe in das Wasser iiber. In diesem Atherextrakt sind auBer dem Farbstoff 
noch ,,huminartige Stoffe. Nach Eindunsten des Athers und Aufnahme 
in wenig Wasser mit NaOH fallen diese Stoffe bei Zusatz von Alkohol aus. 
Der Farbstoff bleibt dann rein leuchtend violett in der Lésung. 


DaB dieser schén gefirbte Stoff tatsichlich im Verlauf der EiweiB- 
spaltreaktionen entsteht, geht auch noch aus folgendem hervor: Zunichst 
ist die N-Quelle in ihrer Quantitat sowohl wie in ihrer Qualitaét aus- 
schlaggebend. So erhielt ich schon in nicht gereinigter saurer Lésung 
und ohne Zinkzusatz den hier gelb erscheinenden Farbstoff, wenn die 
Stickstoffquelle ausgiebig war (Asparagin). Gab ich auBerdem auch 
noch Zink, so war die Bildung dieses Farbstoffes viel stirker, die 
Nahrlésung wurde alkalisch und farbte sich tief rotbraun (Gemisch von 
dem nunmehr violett erscheinenden Farbstoff mit Huminen). Da die 
EiweiBatmung erst gegen Ende des Wachstums, wenn der Zucker 
bereits verbraucht ist, stark in Erscheinung tritt, so entstehen auch 
Farbstoff und Humine erst nach einiger Zeit. 


42. Versuch. 30. April bis 11. Mai 1925. Nahrlésung: H,O 100, Dextrose 5, 
NH,NO, 0,5, KH,PO, 0,25, MgSO, 0,125, Asparagin 2, Mohrsches 
Salz Spur. 

50 cem in 250-cem-Kolben. 25 bis 30°C. 

Die sauren Lésungen wurden auf dem Wasserbad eingedampft, 
mit verdiinnter Salzsiure wieder aufgenommen und filtriert. Zucker 
war nicht mehr vorhanden. Das Asparagin veranderte sich dabei nicht. 











Tag | Menge des HCI. | Tag | Menge des HCl. 
der Erte “Niederschlag rs Farbe des Filtrats pee Beate Niederschlags Farbe des Filtrats 


2. v. wenig schwach gelb a ¥. viel gelb 
4. V. mehr gelb 11.V. : stark gelb 
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Etwas Eisen ist zur Bildung des Farbstoffs natiirlich ebenfalls 
notwendig, wenngleich dieser dann auch leicht von iiberschiissigem 
Eisen zu Humin oxydiert wird. Ein N-Produkt der EiweiBatmung ist 
das Ammoniak. Das Auftreten des Farbstoffs mu8B also mit dem des 
Ammoniaks zeitlich ungefihr zusammenfallen. Einige Versuche, die 
dieses sowie die Abhangigkeit der Farbstoffbildung von der Zeit und 
vom Eisengehalt demonstrieren, seien hier angefiihrt: 


43. Versuch. 26. Mai bis 2. Juni 1925. Nahrlésung: H,O 100, Dextrose 5, 
KNO, 0,5, Asparagin 1, KH,PO, 0,25, MgSO, 0,125, Fe als Spur 
Mohrsches Salz, ZnSO, 0,0002. 

200 cem in 2-Liter-Kolben. 25 bis 30°C. 





Datum | Farbe der Niahrlésung | Reaktion d Nahriésung Fehling 


28. V. farblos 
29. V.  schwach gelblich | schwach sauer ganz schwach _ positiv 
positiv 
30. V. schwach braunrot | schwach alkalisch positiv negativ 
31. V. braunrot js _ ss 
1. VI. rot . i" stark positiv 
2. VI. stark rubinrot 


. 


44, Versuch. 29. Mai bis 2. Juni 1925. Nahrlésung: H,O 100, Dextrose 5, 
Asparagin 3, KH,PO, (8S) bzw. K,HPO, (A) 0,25, MgSO, 0,125, 
+ Fe 0,001, ZnSO, 0,0002. 


100 cem in %-Liter-Kolben. 30°C. 


Am 1. Juni war die Farbe der Nahrlésung bei 
A+ Fe gelb, 
A — Fe schwach griingelb, 
S + Fe etwas weniger gelb als bei A -+ Fe und bei 
S — Fe griingelb. 


Am 2. Juni: 





A—Fe S—Fe A +Fe S + Fe 


Farbe der Nahrlésung . griingelb — gelbgriin braun braun 
Reaktion der Nahrlésung sauer schw.alkal.| schw. alkal.| schw. alkal. 
Fehling ........ | positiv Spur | negativ negativ 
Nessler ........ || schwach|  positiv stark stark 


Nach einigen weiteren Tagen waren A — Fe und 8 — Fe beic 
alkalisch und rot gefarbt, nach Ansiuern mit HCl gelb. Diese gelbe Farbe 
ging fast vollkommen in Ather iiber. Die schwach alkalischen Lésungen 
wurden auf dem Wasserbad eingedampft und in alkalischem Wasser 
wieder aufgenommen: braunrote Lésung. + HCl: gelbbraun. Hiervon 
léste sich nur noch ganz wenig in Ather. In Alkohol léste sich alles. 
Durch das Erhitzen war also offenbar der dtherlésliche Farbstoff in 
alkohollésliches Humin verwandelt worden. 
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Bei der tiblichen N-Konzentration wird in alkalisch gewordenen 
Nahrlésungen immer ein Gemenge des Farbstoffs mit Huminen gebildet, 
das dann je nach dem Humingehalt rubinrot oder braunrot aussieht. 
Die Intensitat der gesamten Farbstoffbildung ist abhingig von der 
H’-Konzentration. In sauren Lésungen ist die Firbung nur schwach 
und wird fast nur durch braungelbes Humin hervorgerufen, wihrend 
alkalische Lésungen stark gefirbt sind (dunkelrot bis violett) und 
meist noch unzersetzten Farbstoff enthalten. Es geniigt schon der 
Kalkgehalt des Géttinger Brunnenwassers, um die Bildung des Farb- 
stoffs und der Humine zu férdern: 


45. Versuch. 30. Januar bis 3. Februar 1925. Nahrlésungen: S Aqua dest. 
100, A Brunnenwasser 100, Dextrose 5, NH,NO, 0,5, KH,PO, 0,25, 
MgSO, 0,125, Mohrsches Salz Spur, ZnSO, 0,0001. 

20 cem in 100-cem-Kolben. 30°C. 





| Frischgewicht | Farbe der Nahr 
8 losung 


a 44 schwach gelb 
mi. e's 54 rotbraun 


A war neutral, 8 sauer. 
A+ HCl: gelb, zum gréBten Teil atherlédslich. 
S + HCl: gelb, nicht atherléslich. 


46. Versuch. 23. April bis 1. Mai 1925. Nahrlésungen: 

1. Stark sauer: H,O 100. Dextrose 5, NH,NO, 0,5, Asparagin 1, 
KH, PO, 0,25, MgSO, 0,125, Mohrsches Salz Spur, ZnSO, 0,0001, 
H,S0Q, so viel, daB Nahrlésung ungefaéhr n/15 H,SO,. 

2. Schwach sauer: dasselbe ohne H,SQ,. 

3. Alkalisch: statt NH,NO, KNO,  statt KH,PO, K,HPO,, 
. sonst wie 2. 

Am 25. April war die Nahrlésung von 1 farblos, 2 farblos, 3 gelb. 

Am 27. April war die Nahrlésung von 1 hellgelb, 2 dunkelgelb, 
3 rotbraun. 

Am 29. April war die Nahrlésung von 1 gelb, 2 braun, 3 rot. 

1 und 2: Humine. 3: GréBtenteils Farbstoff. 


Farbstoff und Humine stehen in enger Beziehung zueinander, 
denn die Humine entstehen offenbar aus dem Farbstoff (wenigstens 
zum Teil). Dieser bleibt vor Humifizierung nur dann verwahrt, wenn er 
in der Nabrlésung nicht mit grofen Eisenmengen (0,001 bis 0,01 Proz. Fe) 
zusammentrifft, oder gar mit Kupfer. Wird nur wenig Farbstoff gebildet 
(bei wenig Zink und Stickstoff oder in saurer Lésung) und erfolgt seine 
Bildung in stark eisenhaltiger Lésung, so findet man am Ende der 
Kultur keinen atherléslichen Farbstoff mehr vor, sondern nur mehr 
gelbes, alkohollésliches, nicht fallbares Humin. 
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47. Versuch. 20. bis 26. Februar 1926. Aus einer gréBeren Versuchsreile 
mit der Nahrlésung: H,O 100, Saccharose 5, K NO, 0,5, K,H PO, 0,25, 
MgSO, 0,125 (mit einer Spur Ammoniumsulfid und 1 Proz. Kohle 
gereinigt) wurden nach der Ernte die Kélbchen 

mit 0,1, 1, 10mg Fe pro 100 ccm, 
aes 2 ¢. i oH we 
zur Untersuchung der Lésung ausgewahlt. 10cem Lésung wurden 
mit 1 Tropfen konzentrierter HCl versetzt und mit 20ccm Ather 
extrahiert. Der Farbstoff wurde aus der Atherlésung wieder in 5 ecm 
H,O + 4Tropfen KOH-Lésung iiberfiihrt: rotviolett. Die nach der 
Atherextraktion restierende Lésung: gelb (Humin). 
Mg Fe pro 100cem ... 9,1 
Ff a ae | i hoe 
Farbstoff - 
EN ell eR & +4 + 


i 


= sehr stark, ++ = stark, + = schwach. 


Kommt aber der Farbstoff in der Lésung mit Kupfer zusammen, 
dann geht die Humifizierung weiter bis zu dunkelbraunen Humus- 
stoffen. Ob diese sich ohne weiteres in der Nihrlésung fallen lassen, 
habe ich noch nicht versucht. 

DaB der Farbstoff durch Kupfer und Eisen tatsichlich katalytisch 
oxydiert wird, geht daraus hervor, daB es mir gelang, den Farbstoff 


in alkalischer Lésung mit Spuren von Kupfer sowohl wie von Eisen 
in der Kilte zu zerstéren. Dabei entstehen braune Humine. Mit Kupfer 
geht der Vorgang schneller als mit Eisen. Auch ohne besonderen Zusatz 
von Kupfer oder Eisen wird der Farbstoff in alkalischer Lésung langsam 
humifiziert. Das kann man verhindern, indem man der Lésung eine 
Spur Cyankali zufiigt. 

Jedenfalls sind die Bedingungen fiir die verschiedenartigen 
Farbungen der Nihrlésung ganz ahnlich denen bei der Sporenfarbung, 
und es besteht die Beziehung: 

10 mg Fe pro 100 ccm | Lésung gelb, 

— Cu 100 ,, | Sporen gelb. 


10 mg Fe 100 ,, ) Lésung braun, 
Se ue Oe 100 ,, | Sporen schwarz. 


0,4mg Zn pro 100 cem 


Uber den von Raulin entdeckten, in eisenarmen Lésungen 
entstehenden Sto/f. 


Raulin stellte fest, da8 Aspergillus in ,,eisenfreien Lésungen“ einen 
Stoff gebildet hatte, der sich mit Ferrisalz rot farbte. Spéter zeigten dann 
Javillier-Sauton, daB dieser Kérper nur bei Gegenwart von Zink entsteht, 
nicht bei gleichzeitigem Fehlen von Eisen und Zink. Durch Kulturen auf 
mit Kohle gereinigter schwach alkalischer Lésung gelang es mir, die Ansicht 
von Javillier-Sauton zu bestitigen. Ferner stellte ich fest, daB auch dann, 
wenn das Eisen wirklich fehlt, der fragliche Stoff offenbar nicht gebildet 
wird (Lebensnotwendigkeit des Eisens!). Fiir diese Bildung besteht eine 
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sehr niedrige optimale Eisenkonzentration. Zink ist zur Bildung unbedingt 
notwendig, férdert diese aber in jeder Konzentration. Je mehr Zink, um so 
mehr entsteht auch von der fraglichen Substanz. 


48. Versuch. Genaue Beschreibung bei Versuch 36. Der fragliche Stoff 
war in beiden Eisenreihen ohne Zink nicht und am meisten in den Kolben 
mit héchster Zinkgabe gebildet. Die Kulturen mit 0,000001 Proz. Fe 
hatten mehr als doppelt so viel gebildet wie die ohne Fe (an der Intensitat 
der Fiarbung gemessen). 


Da das Zink anscheinend katalytische Funktionen im EiweiBstoff- 
wechsel versieht, muB angenommen werden, daB auch dieser mit Eisen sich 
rot farbende Stoff ein EiweiSspaltprodukt ist. Das geht auch daraus hervor 
da8 seine Bildung erst ziemlich spat einsetzt. 

LieB ich auf die erste eisenfreie Kultur eine zweite mit Eisen folgen, 
dann wuchs der Pilz hierauf sehr gut, sofern er noch geniigend Zucker hatte. 
Der Stoff ist also kein Gift und kein Rhodanid, wie Raulin vermutet hatte. 
Rhodanid auch deshalb nicht, weil die Farbung nicht rot, sondern mehr 
braunrot ist, und weil chemische Figenschaften des Rhodans fiir diesen 
Stoff nicht zutreffen. Der Kérper ist aber auch kein Zwischenprodukt des 
normalen Stoffwechsels. Denn sonst wiirde er doch wohl vom Pilz der 
zweiten Kultur verzehrt werden. Auch Hefe vermag ihn nicht zu zerstéren. 
Nur eine unbekannte Art von Stabchenbakterien, die mir einmal in eine 
soleche Lésung zufallig hineingeraten waren, zerstérten den Stoff sehr schnell 
bei gleichzeitiger Reduktion des Nitrats (von NH,NO,) zur Nitrit. 

So widerstandsfihig dieser Kérper sich gegen biologische Angriffe 
erweist, um so labiler verhalt er sich gegen chemische Agenzien. Seine 
Léslichkeit in H,O ist sehr groB, weniger léslich ist er in Eisessig und noch 
etwas weniger in 96proz. Alkohol. Seine Kristallisation oder anderweitige 
Isolierung ist mir nicht gelungen. 

Als ich eine mit wenig Eisen rotbraun gefirbte Lésung mit etwas 
Alkali versetzte, schwach erwairmte und dann wieder mit Salzséiure an- 
siuerte, war die Lésung nicht mehr rotbraun, sondern schén violett gefarbt. 
Aus verschiedenen Griinden nehme ich an, daB dieser neue Stoff durch die 
Alkaliwirkung aus dem rotbraun gefairbten entstanden ist (z. B. entsprach 
die Menge des einen stets der des anderen). Beweisen konnte ich das jedoch 
nicht, weil ich beide nicht isoliert habe. 

Wenn die Umwandlung bei zu starker Alkalitét vorgenommen wird, 
geht die Reaktion weiter, und die Lésung farbt sich dann mit Eisen 
nicht mehr. In den Naéhrlésungen, die Ammonnitrat oder Harnstoff ent- 
hielten, konnte ich Natronlauge verwenden, weil dann durch die Lauge 
Ammoniak frei gemacht wird und nur dies zur Einwirkung kommt. Enthielt 
die Lésung aber Natriumnitrat, dann ging die Wirkung der Lauge gleich 
bis zur vélligen Zerstérung. In solchem Falle muBte ich die Reaktion mit 
Ammoniak vornehmen. 

Setzte ich zur rotbraunen Lésung etwas Mineralsfiure, so wurde die 
Farbe nur ganz wenig violettstichig. Dagegen wurde die Farbe nach Be- 
handlung mit schwacher Lauge rein und tief violett, wenn dabei richtige 
Eisenmenge, richtige Temperatur und Zeit der Laugeneinwirkung und 
geniigende Salzsiuremenge zur Anwendung kamen. 

Bei jedem Versuch wurde eine besondere Kulturlésung und eine dieser 
angepaBte, besondere Eisenchloridlésung verwendet. 

23* 
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49. Versuch. 1. 2cem Lésung + 0,0lcem FeCl, + 0,2cem n NaOH. 


Nach 2 Minuten + 0,4cem n HCl: braunviolett. 

2. Dasselbe, aber 1 Minute bei 50°: rein violett, aber etwas schwiicher 
als 1. 

3. Dasselbe 2 Minuten bei 30°: rein violett ebenso stark wie 1. 


Kochte ich 3, so trat allmahlich véllige Entfarbung ein. Das bliebh 
auch nach Abkiihlen so. Nach erneutem Zusatz von FeCl, lieB ich die 
Lésung dann nur ganz schwach zu bréunlichrot wieder auffarben. 
Auch in der Kalte nahm die violette Farbe an Intensitét ab. Nach 
einigen Stunden + FeCl,: wieder volle Intensitét. 


50. Versuch. (S5cem Lésung + 0,5cem n NaOH.) 2 Minuten bei 40°. 


Davon je 1 ccm 
a) — 
b) + 0,lcem FeCl, 
ce) + 0,3 ,, nHCl, 
d) + 0,1 ., FeCl, + 0,3 cem n HCl. 
Nach 24 Stunden wurde bei a), b) und c) das erganzt, was ihnen 
im Gegensatz zu d) noch fehlte. Dann waren gefarbt: 
a) violett, 
b) violett, 
ec) ganz schwacher rétlichbrauner Schimmer, 
d) sehr schwach violett. 


d) farbte sich mit FeCl, wieder etwas auf. Also war nur c) fast voll- 
kommen zerstért. Dasselbe Resultat erhielt ich noch einmal bei den- 
selben Bedingungen mit 0,4 ccm n HCl. 


Also ist der Stoff in alkalischen Lésungen haltbar, in sauren nicht. 


Eisenchlorid hemmt den zerstérenden Einflu8 der Salzsaure. 


51. Versuch. 1. (0,5cem Lésung + leem FeCl, + 0,2cem n NaOH) 


2 Minuten bei 50°. Nach Abkiihlen + 2ccm nHCl: braunrot. 
Bei 20°: Dasselbe. 

2. (0,5cem Lésung + 1 ccm FeCl, + 0,5 cem n NaOH) einen Augen- 
blick in leuchtender Flamme. Dann abgekiihlt. + 1 cem n HCI: 
erst rein rotbraun. Dann ganz schwach violetter Stich. 

3. (0,5cem Lésung + 0,lcem FeCl, + 0,5cem nNaOH) in der 
hohlen Hand erwairmt. Nach Abkiihlung + lecem n HCl: rein 
tief violett. 

Dasselbe 2 Minuten bei 51°: tie/ violett. 

99 3 a » 51°: etwas brauner. 

ion ¥, Stunde ,, 100°:nur noch schwach rétlich braun. 

- Ve - » 100°: + leem nNaOH + 2 cem n HOC!: 
nur noch schwach brdunlich. 


Ein Uberschu8 von Eisenchlorid verhindert also das Auftreten der 
violetten Farbe. Ebenso zu hohe Temperatur. 
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52. Versuch. 1. (2cem Lésung + 0,5cem n NaOH) 1 Minute bei 40°. 
+ 0,3cem FeCl, + 0,5cem n HCl: rotbraun. + 0,5eem n HCl 
auBerdem: rotviolett. 

2. Dasselbe 5 Minuten bei 40°. + 0,5 ccm n HCI: rotbraun. + auBber- 

dem noch | cem n HCI: tief violett. Auch bei 1 mit mehr HCl violett. 

Also nur bei starkem Anséuern tritt die violette Farbe auf. 

Beide Stoffe, der mit Eisen rotbraun und der mit Eisen violett ge- 
farbte, verhalten sich betreffs Léslichkeit gleich. Beide reduzieren Fehling- 
sche Lésung nicht. Beide werden jedoch von Kaliumpermanganat schon 
in der Kaélte momentan oxydiert. 


53. Versuch. Zwei Kulturen + und — Fe wurden mit KMnO, auf ihre 
Reduktionskraft gepriift: 5cem — Fe reduzierten bei Zimmertempe- 
ratur 28,2 cem n/25 KMnO,-Lésung, 5 cem + Fe dagegen nur 3,0 ccm 
n/25 KMnO,-Lésung. Die Lésung — Fe enthielt ziemlich viel von 
dem mit Ferrisalz sich rotbraun farbenden Stoff. Nach der Oxydation 
farbte Eisen nicht mehr. 


54. Versuch. 5cem Lésung + zwei Kristallchen K MnO, bis zur bleibenden 
Braunsteinbildung. Aufgekocht und filtriert. Filtrat farbte sich mit 
Fe nicht mehr rotbraun. + 0,2 cem konzentriertes NH,. 1 Minute 
bei 30°. + HCl: keine violette Farbung. 
Beide Stoffe wurden also durch Kaliumpermanganat zerstért. 
Beide Stoffe reduzieren in der Kalte auch langsam Eisenchlorid. In 
der Hitze verlauft diese Reaktion sehr schnell. Mit Ferricyankali kann 
man die Reduktion des dreiwertigen Eisens zum zweiwertigen verfolgen. 


5. Versuch. Eine Lésung mit dem fraglichen Stoff wurde auf vier Réhrchen 
verteilt. Zwei davon bekamen einen Uberschu8 von FeCl,. Diese 
waren nun dunkelrot. Jetzt wurden alle vier dreimal 20 Minuten 
lang auf 100° erhitzt. Danach waren die Lésungen + Fe nur mehr 
braunlichrot gefarbt. Beim Abkiihlen dunkelten sie nur wenig nach. 
Auf erneuten Zusatz von FeCl, waren wieder alle kraftig gefiarbt, 
etwas dunkler jedoch die urspriinglich ohne Eisen erhitzten. 

Also hatte das Eisenchlorid etwas von dera Stoff oxydiert. 

Nach Zusatz von etwas Eisen werden beide Stoffe auch beim gelinden 
Erwairmen mit Wasserstoffperoxyd momentan zerstért. 

Die Ursache der Umfarbung ist die Lauge, nicht auch das Eisen. 
Wahrscheinlich ist dieser Vorgang eine Verseifung. 


56. Versuch. a) (2cem Lésung + 0,5cem n NaOH + 0,1 cem FeCl,) 
2 Minuten bei 40°. 
b) (2eem Lésung + 0,5cem nHCl+ 0,leem FeCl,) 2 Minuten 
bei 40°. 


Darauf a) und b) mit 1,5 cem n HCI: 


a) violett, 
b) rotbraun. 


Dasselbe Resultat, wenn b) ohne NaOH und ohne HCl erwarmt wurde. 
Dasselbe Ergebnis und noch einiges mehr brachte der nichste Versuch. 
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57. Versuch. 1. (2cem Lésung + 0,3cem FeCl + 0,75cem n NaOH) 
2 Minuten bei 30°. Gekiihlt. + 1,5cem n HCl: violett. 
2. (2cem Lésung + 0,75 cem n NaOH) 2 Minuten bei 30°. Gekiihit. 
+ 15ccm nHCl + 0,3cem FeCl,: ebenso violett. 
Also ist die Umfarbung allein der Lauge zu verdanken, nicht dem Eisen. 
3. Dasselbe wie 1 mit ganz wenig FeCl,: die violette Farbe trat erst 
sehwach auf, verstarkte sich allmahlich und wurde schlieBlich fast 
so stark wie mit der optimalen Eisenmenge. 
Also bildet sich die violette Farbe mit einer Geschwindigkeit, die der 
Eisenkonzentration entspricht. Mit wenig Eisen verliéuft diese Reaktion 
meSbar langsam. 
4. Wie 1. behandelt: In zwei Teilen: a) gleich angeséuert: violett; 
b) erst 12 Stunden spa&ter angeséuert: Jetzt war b) staérker gefirbt 
als a) (siehe Versuch 50). 

. Nach Vorschrift 1. behandelt; aber statt n NaOH reichlich NH,: 
ebenfalls violett. 


Der Stoff aus der Aspergillusnéhrlésung wurde mit einigen bekannten 
Phenolen und Enolen verglichen. 


58. Versuch. Brenzcatechin und Acetessigester gaben mit Eisenchlorid fast 
die gleiche Farbung. Acetessigester vertragt Erwarmen mit n NaOH 
nicht. Wohl aber, wenn man vorher Ammonacetat hinzugesetzt hat. 
In meinen Lésungen kam ja auch Ammoniak und nicht Natronlauge 

zur Wirkung. In Lésungen, die kein Ammoniumsalz enthielten, konnte ich 

die Umwandlung auch nur mit Ammoniak und nicht mit Natronlauge 
vornehmen. 


59. Versuch. Aspirinlésung nach Zusatz von. Ammoniumacetat nach Vor- 
schrift 1 von Versuch 59 behandelt: 


l. ohne NaOH: /farblos, 
2. mit NaOH: violett. 


Die aufgefiihrten Versuche machen es wahrscheinlich, daB es sich 
bei dem mit Eisen violett gefiirbten Stoff um ein Phenol oder Enol 
handelt, das vielleicht durch Verseifung aus dem vom Pilze gebildeten, 
mit Ferrisalz sich rotbraun firbenden Stoff entsteht. Da8 dieser gegen 
Sauerstoff so labile Kérper gerade in eisenarmen Lésungen gebildet 
wird, steht mit der Rolle des Eisens als Oxydationskatalysator in 
vollem Einklang. 

Niemals sah ich in den Nahrlésungen Kristalle auftreten. Deshalb 
kénnen beide Kérper nicht mit dem von Wijkman beschriebenen Pilz- 
produkt C,H,O, identisch sein. 

Auch das kiirzlich von Butkewitsch beschriebene Enol in Kultur- 
lésungen von Aspergillus oryzae, das sich mit Eisenchlorid violett farbt 
und Fehlingsche Lésung reduziert, diirfte nicht dasselbe sein wie der hier 
beschriebene violette Stoff. Dieser reduziert Fehlingsche Lésung nicht 
und kann auch nicht mit dem Zuckerabbau in Beziehung gesetzt werden. 

Am Schlu8 dieses Kapitels méchte ich noch kurz eine Beobachtung 
erwahnen, die ich stets an ,,eisenfreien‘‘ ammonnitrathaltigen Nahrlésungen 
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machte, auf denen Aspergillus lingere Zeit gewachsen war: solche Lésungen 
verbreiteten beim Kochen mit Calciumcarbonat oder Natronlauge einen 
intensiven Geruch nach Maéusen oder Acetamid. Mit gewéhnlichen, eisen- 
haltigen Lésungen habe ich diese Beobachtung nicht gemacht. Ob tat- 
sichlich Acetamid oder etwas anderes (Aldehydammoniak) vom Pilz ge- 
bildet war, konnte ich nicht einwandfrei nachweisen. 


1V. Die Wirkung von Eisen und Zink auf Hefe und Bacillus prodigiosus. 


Die beschriebenen Versuche iiber Eisen und Zink gewinnen noch 
mehr an Bedeutung, wenn ich im folgenden zeige, daB diese Metalle 
nicht nur fiir Aspergillus lebensnotwendig sind, sondern auch im Stoff- 
wechsel anderer Mikroorganismen eine hervorragende Rolle spielen. 
Hefe sowohl wie vor allem Bacillus prodigiosus reagieren sehr deutlich 
auf eine Verminderung der natiirlichen Eisen- und Zinkkonzentrationen 
in den Nahrlésungen. Dagegen konnte ich eine Kupferbediirftigkeit 
weder bei Bac. prodigiosus noch bei Hefe feststellen. Die physiologische 
Bedeutung dieses Metalls scheint also im Bereich der Mikroorganismen 
weniger allgemein zu sein. Dies liegt vielleicht in der Art der spezifischen 
Eigenschaft des Kupfers begriindet, einige ganz bestimmte Oxydations- 
reaktionen zu katalysieren — bei Aspergillus die Bildung von Huminen —, 
oder die Methodik zur Entfernung des Kupfers aus der Nahrlésung ist 
noch zu unvollkommen. 


Das Arbeiten mit Hefe und Bac. prodigiosus gestaltete sich natiirlich 


sehr viel schwieriger als mit Aspergillus, denn Hefe und Bakterien mit 
ihrer geringen Leibessubstanz brauchen sehr viel weniger Eisen und Zink, 
durchsetzen aber die ganze Nahrlésung und kommen mit einer groBen 
Oberflache des KulturgefaBes in Beriihrung. Deshalb werden sie auch in 
noch so sorgfaltig gereinigten Lésungen immer noch eine geniigende Menge 
Eisen und Zink vorfinden, um eine anscheinend betrichtliche Anzahl von 
neuen Zellen zu bilden. Ein Vergleich der Kulturen mit und ohne Eisen 
und Zink zeigte mir aber trotzdem einen groBen Unterschied. 

Meine Versuche mit Hefe und Bac. prodigiosus sind noch nicht in jeder 
Beziehung vollkommen. Es fehlen vor allem noch solche mit genauen 
Zahlungen oder sonstigen Messungen der Zellvermehrung. Deshalk sind ' 
die hier aufgefiihtten Versuche nur als Erganzungen zu den Hauptversuchen 
mit Aspergillus zu betrachten. 


Hefe und Eisen. 


Hefe nimmt im Hinblick auf den Stoffwechsel eine Sonderstellung 
ein. Wahrend Aspergillus niger und Bac. prodigiosus ihren Energie- 
bedarf vornehmlich durch typische Oxydationsreaktionen decken, 
girt die Hefe und gewinnt somit ihre Lebensenergie hauptsiichlich 
durch Spaltungsreaktionen. Trotzdem wird sie auch Eisen nétig haben, 
nimlich fiir den Teil ihrer Atmungsreaktionen, der nach Meyerhof 
typisch oxydativ verliuft, und der die Resynthese eines Teiles des 
vergorenen Materials zur Folge hat. Es ist deshalb aber verstindlich, 
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daB sich Hefe mit sehr viel weniger Eisen begniigen kann als etwa 
Aspergillus. Ja, es scheint sogar, als ob eine Konzentration von 0,01 Proz. 
Fe bereits hemmend wirkte (siehe Versuch 61). 


60. Versuch. 17. bis 24. Dezember 1925. Nahrlésung: H,O 300, Dextrose 
30, Asparagin 1,5, K,HPO, 0,8, MgSO, 0,3, NaCl Spur. 

Diese schwach alkalische Nahrlésung wurde mit 1 Proz. Kohle 
gereinigt, in einen 300-cem-Erlenmeyer filtriert und mit Aspergillus 
niger beimpft, der die zur Gérung notwendigen organischen N-haltigen 
Substanzen bilden sollte. Mit derselben gereinigten Lésung wurde 
auch eine 10-cem-Pipette ausgespiilt. Nach 3 Tagen hatte sich 
Aspergillus schwach entwickelt. Nun wurde die Fliissigkeit aufgekocht 
und zu je 10 cem in gleiche, gereinigte Réhrchen filtriert. Nach Sterili- 
sation wurde beimpft mit je 3 Tropfen einer eisenfreien Aufschwemmung 
von Hefe ,,Winningen“ (obergarig). 

Von den 20 Réhrchen: 
‘a) fiinfmal je + 0,005 Proz. Fe + 0,0001 Proz. ZnSO,, 
b) - » +0,005 ,, Fe _ 
c) a ns - + 0,0001 Proz. ZnS0O,, 
d) as a — _ 

25°C. 17. Dezember 1925. 

Am 21. Dezember bei allen schwache Garung. 

Am 23. Dezember Zunahme der CO,-Entwicklung bei a) und b). 

Am 24. Dezember hatte sich bei a) und b) am Meniskusrand ein 


dicker Hefering gebildet. c) und d) zeigten hier nur einen diinnen 
Hefeansatz. 


Nur das Wachstum der Hefe ist von der Eisenkonzentration ab- 
hangig, die Garung dagegen nicht (Huler und Meyerhof). 


Neuberg und Perlmann haben gezeigt, dab die Garung der Hefe 
durch Blausiure usw. zwar verzégert, aber nicht wie die Atmung 
sistiert werden kann, woraus sich die Entbehrlichkeit von Eisen und 
Kupfer fiir die Garungsreaktion ergibt. 


‘ Hefe und Zink. 


‘Wenn Zink tatsichlich eine allgemein wichtige Aufgabe im Stoff- 
wechsel hat, dann muB es auch fiir Hefe lebensnotwendig sein. Aus 
dem Versuch 61 geht hervor, daB Zink das Wachstum der Hefe stark 
férdert und wahrscheinlich fiir diesen Vorgang auch bei Hefe unent- 
behrlich ist. 


61. Versuch. 16. bis 23. Marz 1926. Dieselbe Nahrlésung wie bei Versuch 6) 
mit einer Spur Ammoniumsulfid und 5 Proz. Kohle gereinigt. Je 
25 ccm in 100-cem-Kolben. Einmal sterilisiert. Beimpft mit Aspergillus 
niger. 12. bis 15. Marz bei 25 bis 30°C. Dann wurden die Mycelschleier 
mit Platinnadel herausgenommen und die Lésungen zweimal sterilisiert. 
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Nun fiigte ich zu je vier Kélbchen: 
a) _ 
b) 0,01 Proz. Fe _ 
c) _ 0,0004 Proz. Zn, 
d) 0,01 Proz. Fe 0,0004  ,, Zn, 
e) wie d) + 0,0001 Proz. Cu. 
Beimpft wurde am 16. Marz 1926 mit je einem Tropfen einer 
diinnen Aufschwemmung von Hefe ,,Winningen*“ in gereinigter, zweimal 


sterilisierter Nahrlésung. Jeder Kolben bekam so nicht mehr als 
100 Zellen. 25 bis 30°C. 


Am 21. Marz girten nur drei von c). 


Am 22. Marz garten alle. 





Anzahl Zellen in 1 cmm (Mittel Verbrauchter 
Lésung von vier Kulturen und je zwei Zucker 
Zablungen) Proz. 
14 500 4,2 
60 500 5.2 
81 500 7.3 
64 000 5.3 
56 000 5.2 


DaB die Anzahl Zellen bei d) geringer ist als bei c), wire unerklarlich, 
wenn man nicht annimmt, daB eine Eisenkonzentration von 0,01 Proz. 
fiir Hefe schon zu groB ist. Eine kraftige Férderung des Wachstums 
durch Zink ist unverkennbar [J avillier (2)]._ Dagegen kénnte man bei 
Kupfer eher auf eine Hemmung schlieBen. 


Bacillus prodigiosus und Eisen. 


Eine starke Hemmung des Wachstums durch Adsorption des Eisens 
aus den alkalischen Nahrlésungen konnte ich ferner beobachten bei Oidium 
lactis, bei einem gelb gefarbten Kokkus und bei Bac. prodigiosus. Das Ver- 
haltnis der Trockengewichte von den geernteten Kulturen mit und ohne; 
Eisen war bei Oidium iactis 

Fe: — Fe = 15:8. 

Bei diesem Versuch habe ich noch saure Nahrlésungen mit KH, PO, 
verwendet. Die gelb gefairbten Kolonien des nicht naher bekannten Kokkus 
wurden in von Eisen gereinigten Lésungen erst sehr viel spiter wahr- 
genommen, als in solchen, denen nachtriglich wieder eine optimale Eisen- 
menge zugesetzt war. 


62. Versuch. 21. bis 25. Mai 1925. Nahrlésung: H,O 100, Asparagin 1, 
Glucose 0,5, KH,PO, 0,2, Na,CO, 0,25, MgSO, 0,04. Mit Kohle 
gereinigt. 

Je zweimal 50 cem in 250-cem-Kolben. — Fe und + Fe. 
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Nach Sterilisation beimpft am 21. Mai 1925. Zimmertemperatur, 
Auf den Oberflichen der Nahrilésungen mit Eisen 
schwammen dicht an dicht gelbe Kolonien, wahrend bei denen ohne 
Eisen makroskopisch weder Farbung noch Wachstum wahrzunehmen 
waren. Dasselbe wurde bei einem zweiten Versuch beobachtet. 


Am 25. Mai: 


Eingehender habe ich mich jedoch nur mit Bac. prodigiosus befaiit, 
weil bei ihm die Wirkung des Eisens sehr augenscheinlich war. Das, 
was gleich bei dem ersten Versuch auffiel, war nimlich die Tatsache, 
daB prodigiosus ohne Eisen keinen roten Farbstoff bildet. 


63. Versuch. 14. bis 20. Mai 1925. Nahrlésung: H,O 100, Asparagin |, 

Glucose 0,5, KH,PO, 0,2, Na,CO, 0,25, MgSO, 0,04. 

II. — Fe. 

Auf diese Lésung wurde, nachdem sie mit Kohle gereinigt war 
und die eine Halfte davon wieder etwas Eisen bekommen hatte (Spur 
Mokrsches Salz), Bac. prodigiosus von einer roten Kartoffelkultur 
geimpft. 14. Mai 1925. 

Bei Zimmertemperatur kultiviert, farbte sich I schon am 16. Mai 
schwach rot. Am nichsten Tage war I rot, II véllig farblos. So war es 
auch noch am 20. Mai. II blieb farblos. Aber die Kulturen mit und 
ohne Eisen unterschieden sich auBer in der Farbung auch noch in 
manch anderer Hinsicht: Die Bakteriensuspension von I war viel 
dichter als von II. I 
dem Boden von I lagen viel MgN H,PO,-Kristalle, die bei II fehlten. 
I verbreitete einen starken Geruch nach Acetamid und Ptomainen, 
wahrend IT angenehm siiBlich nach Milch roch. Also alles Unterschiede, 
die die Hemmung durch Eisenmangel deutlich zeigen. 


Dieselben und weitere Beobachtungen machte ich beim 64. und 
65. Versuch, die einen Vergleich zwischen der Wirkung des Eisens und 
der des Magnesiums darstellten. 


I. + Fe, 


war stark alkalisch, II nur ganz schwach. Auf 


64. Versuch. 25. Juni bis 2. Juli 1925. Temperatur und Nahrlésung wie 
beim vorigen Versuch ohne MgSQ,. In 250-cem-Kolben je einmal 


50 cem + Fe + MgSO,, 


50 ,, 
oP es 
50 ,, 
Am 28. Juni: 
+ Fe 
+ Fe 


— Fe + 


— Fe 


a Fe 


+ MgS0O,, 


: rot, 
: am Meniskusrand noch eben wahrnehmbarer 


— 


rétlicher Schimmer, 


: véllig farblos, 


” ”? 


Am 2. Juli: nur + Fe + Mg hatte reichliche Mengen MgN H,P 0O,- 
Kristalle abgeschieden. Die Bakterien flockten aus und die Lésung 
verfarbte sich hellbraun. Im iibrigen dasselbe. 
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65. Versuch. 20. August bis 3. September 1925. Dieselben Kultur- 
bedingungen wie im 66. Versuch. Die Lésungen ohne MgSO, erhielten 
0,04 Proz. K,SO,. 

Je zweimal 100 ccm in '-Liter-Kolben. 
1. + Fe + Mg, 
2. + Fe — Mg, 
3. — Fe + Mg, 
4. — Fe — Mg. 
23. August: 1. Ret. Lésung gleichmaBig getriibt und gefirbt. 
1. Ein Kolben gleichmaBig ganz schwach rosa, der andere nur am 
Meniskusrand mit schwach rétlichem Schimmer. Lésung 
gleichmaBig getriibt. 
3. und 4. vdllig farblos. Fliissigkeiten iiber dem Bodensatz klar. 
Am 24. August: 1. Beide sehr stark rot gefirbt und gleichmaéBig 
getriibt. 
2. Die Farbe ist von schwach Rosa in. ein helles Braun iiber- 
gegangen. Sonst dasselbe. 
Am 3. September reagierten alle auf Lackmus alkalisch. 
1 und 2 rochen nach Ptomainen, 1 jedoch reiner und starker als 2. 
3 und 4 rochen siiBlich nach Milch, 3 jedoch stirker und reiner als 4. 
Die mikroskopische Untersuchung (mit Carbolfuchsin gefarbte 
Praparate) ergab, daB die Bakterien von 1 bereits stark autolysiert 
und ihre Umrisse nicht mehr zu erkennen waren. 2 enthielt ein Gemisch 
von Kurzstébchen und langen Fiiden. In 3 und 4 fand ich nur Kurz- 
stabchen. 
Diese eigenartige Fadenform habe ich spéter noch einmal beob- 
achtet. Und zwar enthielt eine Nahrlésung mit MgSO, und mit 0 Fe 


Kurzstaébchen, 0,0001 Proz. Fe Kurzstaébchen, 0,001 Proz. Fe Lang- 
stébchen, 0,01 Proz. Fe Langstébchen mit vielen langen Faden. 


Fischer gibt an, daB wiederholte Zuchten auf schwach sauren 
Naihrbéden den Bac. prodigiosus zur Bildung von Langstibchen und 
langen Faden mit lebhafter Eigenbewegung veranlassen. Pie typischen 
Kurzstabchen sollen wieder auftreten, sobald der Nabrboden alkalisch 
ist. Diese Beobachtung stimmt mit meiner insofern itiberein, als die 
Ursache dieses Formwechsels wahrscheinlich das Eisen ist. Denn in 
sauren Medien steht dem Bacillus mehr Eisen zur Verfiigung als in 
alkalischen. 

Aus Versuch 64 und noch mehr aus Versuch 65 schlieBe ich, dab 
Eisen auch fiir Bac. prodigiosus wahrscheinlich lebensnotwendig ist, 
denn es ist mindestens ebenso wichtig wie Magnesium. Die Versuche 
Samkows lehren, daB Magnesium zur Bildung des Prodigiosins un- 
entbehrlich, jedoch in der Asche dieses Stoffes nicht enthalten ist. 
Das Magnesium hat eben eine vitale Hauptfunktion, deren Schwachung 
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bei Bac. prodigiosus die Bildung des Farbstoffe verhindert. Ich bin 
iiberzeugt, daB Bac. prodigiosus auf den Lésungen ohne Magnesium 
auch keine Spur Farbstoff gebildet hatte, wenn ich diese Nahrlésungen 
ebenso griindlich von Magnesiumverunreinigungen befreit hatte wie 
von Eisenverunreinigungen. 


Bacillus prodigiosus und Zink. 


Im Gegensatz zum Eisen schien das Zink fiir Bac. prodigiosus 
belanglos zu sein. Denn bislang hatte ich den Nahrlésungen niemals 
Zink zugesetzt. Ein Zusatz von Zinksulfat brachte auch keine wesentlich 
neuen Resultate. 


66. Versuch. 1. bis 8. Juni 1925. Die iibliche Nahrlésung mit MgSO, und 
0,0002 Proz. ZnSO, und mit Kohle gereinigt. Je einmal 50 cer ohne 
Eisen und mit Eisen (Spur Mohrsches Salz) in 300-cem-Kolben. 
Beimpft mit prodigiosus von Kartoffelkultur. Kultiviert bei etwa 20° C, 

Am 4. Juni: + Fe: kraftig rot. 
— Fe: farblos. 
Am 5. Juni: + Fe: sehr stark rot. 
— Fe: farblos. 
Am 7. Juni: + Fe: Beginn der Ausflockung. 
— Fe: farblos. 
Am 8. Juni: + Fe: Beginn der Verfarbung. 
— Fe: noch immer farblos. 
Allerdings fiel mir das leuchtende Rot der + Fe-Kultur auf, das 
diesmal besonders stark hervortrat. Die Erklarung hierfiir ergab sich 
aus den folgenden Versuchen. 


Bei Zusammenstellung der Nahrlésung hatte ich immer die gewoéhn- 
liche, unreine, wasserhaltige Soda verwendet. Spiter nahm ich dieselbe 
Gewichtsmenge von reiner kalzinierter Soda, ohne dabei zu bedenken, 
daB dadurch die Nahrlésung nun ungefahr doppelt so viel Na,CO, 
enthielt wie friiher. Die Folge davon war, daB Bac. prodigiosus auf 
diesen Lésungen auch mit Eisen keinen Farbstoff bildete. 

Die Ursache dieser Schiidigung war weniger eine durch die Alkalitat 
bedingte Fallung des Eisens, als vielmehr eine vollkommene Fillung 
und Adsorption der natiirlichen Zinkverunreinigungen. Wahrend dice 
gewohnliche Menge Soda gerade ausreichte, um das saure Phosphat 
zu neutralisieren, also die Lésung nicht alkalisch machte und darum 
auch das Zink nicht fallen konnte, blieb jetzt bei der doppelten Menge 
ein Uberschu8 von Soda in der Lésung, diese wurde alkalisch, und 
Zink wurde als Zinkcarbonat gefallt und adsorbiert. 

Wenn Zink fiir Bac. prodigiosus iiberhaupt Bedeutung hatte, dann 
muBte sich jetzt, wo es durch die Adsorption beseitigt und nicht wieder 
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ersetzt war, eine Schidigung bemerkbar machen. Die schon erwahnten 
und noch folgenden Experimente bestitigten meine Vermutungen. 
War die Konzentration der Soda nicht gar zu groB, dann konnte ihr 
schadigender Einflu8 durch nachtriglichen Zinkzusatz aufgehoben 
werden. 


67. Versuch. 19. bis 23. Dezember 1925. Die iibliche Nahrlésung mit den 
Sodamengen: 
1 = 0,24 Proz. wasserhaltige Na,CO,, 
2 0,48 =, - Na,CO,, 
3= 0,12 ,,  trockene Na,CO,, 
4= 0,24 ,, a Na,CO,. 


Diese Lésungen wurden mit 1 Proz. Kohle gereinigt. Je zweimal 
25 ccm in 100-cem-Kolben. + 0,004 Proz. Fe, + 0,001 Proz. ZnSQ,. 
Zimmertemperatur. 

Am 21. Dezember hatten deutlich rote Oberfliche: 1, 1 + Zn, 
3+ Zn. Schwicher gefirbt waren: 2 + Zn und 3. Noch schwicher: 
4+ Zn. Noch gar nicht gefirbt waren: 2 und 4°). 

Am 23. Dezember lieBen sich die Kulturen nach ihrer Farbstarke 
in folgender Reihe anordnen: 
1+Z@n>3+Zn>2+Zn>1>3>4+ Zn > 2 > 4 (farblos). 


68. Versuch. 15. bis 19. Marz 1926. Die iibliche Nahrlésung. Ein Teil mit 
0,12 Proz. Na,CO, (Lésung 1), der andere mit 0,24 Proz. Na,CO, 
(Lésung 2). Es wurde wasserfreie Soda verwendet. Beide Lésungen 
wurden mit einer Spur Ammoniumsulfid und 5 Proz. Kohle gereinigt. 
Von Lésung 1 je zweimal 25 ccm in 100-cem-Kolben. 


| + 0,01 Proz. Fe — Zn, 


eer a + 0,01 » Fe + 0,0004 Proz. Zn, 
Gereinigt 


| + 0,01 » Fe+0,004 ,, Zn, 
+ 0,00001 ,, Fe+ 0,004 ,, Zn. 


AuBerdem von ungereinigter Lésung 1 zweimal + 0,01 Proz. Fe 
+ 0,0004 Proz. Zn. 

Von Lésung 2 ebenfalls je zweimal 25ccm in 100-cem-Kolben 
mit folgenden Eisen-,.Zink- und Kupfermengen. 





mg Fe pro 100ccm = =mg Zn pro 100com =mg Cu pro 100 com 


0 0 O44 4 — 
0.01 0 O04 4 — 
10 0 O04 4 — 
10 0,4 0.1 


AuBerdem auch hier zweimal von der nicht gereinigten Lésung 
+ 0,01 Proz. Fe + 0,0004 Proz. Zn. Samtliche Kolben wurden mit 


1) Zahlen allein bedeuten: Ohne Zn! 
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einer sehr diinnen Bakterienaufschwemmung in gereinigter Lésung 
steril mit Pipette beimpft und bei 15 bis 20° aufgestellt. 


Am 19. Marz: Gereinigte Lésung 2: simtlich farblos. Nicht 
gereinigte Lésung 2 — Zn: braéunlich. Nicht gereinigte Lésung 2 + Zn: 
schwach rétlichbraun. Die gereinigten Lésungen 1 bildeten eine nach 
Zinkkonzentration und Farbintensitét schén ansteigende Reihe. 


— Zn: fast farblos, 
0,01 Proz. Fe | + 0,0004 Proz. Zn: schwach rot, 
| + 0,004 Proz. Zn: stark rot. 


Das Rot war jedoch auch hier nicht ganz rein. Es hatte einen 
schwach braunlichen Stich. Dagegen war das Rot der Lésung mit 


0,00001 Proz. Fe + 0,004 Proz. Zn 


sehr kraftig und leuchtend mit schwach violettem Stich. Es ist sehr 
bezeichnend, da8B das reinste Prodigiosin am starksten gebildet wird 
bei relativ niedriger Eisenkonzentration und hoher Zinkkonzentration. 
Die beiden Kolben mit Kupfer waren nicht gefairbt und zeigten auch 
sonst nichts Besonderes. 


Der nachtragliche Zusatz von Zink zur gereinigten Lésung 2 hat 
nichts genutzt, weil diese Lésung viel Soda enthielt, die das zugefiigte 
Zink restlos wieder ausfillte. 


Aus den beiden letzten Versuchen ist zu entnehmen, daB zur 
Bildung des Prodigiosins auch Zink unentbehrlich und darum fiir 


Bac. prodigiosus wahrscheinlich auch lebensnotwendig ist. 


An dieser Stelle méchte ich noch einma] darauf hinweisen, dai 
manche Ratsel, denen andere Forscher (Ruhland, Grohmann) bei der 
Kultur von Mikroorganismen begegnet sind, sich vielleicht auf dieselbe 
oder ahnliche Weise erkliren lassen. Sicher werden oft Eisen, Zink 
oder Kupfer oder noch andere Elemente eine Rolle dabei gespielt 
haben. Wenn z. B. Ruhland festgestellt hat, daB seine Knallgasbakterien 
in hitzesterilisierten Lésungen auch bei nachtraglichem Zusatz von 
Eisen nicht immer wuchsen, so liegt die Méglichkeit vor, daB das von 
ihm nicht beriicksichtigte Zink oder auch noch andere Elemente eben- 
falls ausgefallt waren. (Auch die Ausfillung des Magnesiumammonium- 
phosphats ware dabei in Betracht zu ziehen.) Ebenso miissen kiinftig 
bei Ziichtungen von Farbvarianten diese groBen Wirkungen kleinster 
Mengen katalytisch wirkender Elemente gebiihrend beriicksichtigt 
werden, was bei friiheren Untersuchungen sicher nicht geschehen ist. 


Prodigiosin. 

Ich habe gezeigt, daB zur Bildung des Prodigiosins nicht nur 
Magnesium, sondern auch Eisen und Zink notwendig sind. Ohne Eisen 
blieben die Kulturen véllig farblos. Fiigte ich nun aber zu solchen 
Lésungen eine Spur Ferrosalz, so wurde momentan eine geringe Farbung 
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yon der typischen Farbe des Prodigiosins sichtbar. Diese nachtriigliche 
Farbung gelang am starksten nicht in vdllig eisenfreien Kulturen, 
sondern in solchen, die 0,00001 Proz. Fe enthielten. Dann war das 
Wachstum starker, und von der Leucoverbindung konnte infolgedessen 
mehr gebildet werden. Natiirlich war aus demselben Grunde die Farbung 
auch hier nur ganz minimal. 


Ich spreche hier von einer Leucoverbindung, weil ich annehme, 
daB der rote Farbstoff Prodigiosin durch Oxydation eines ungefairbten 
Koérpers, der Leucoverbindung, entsteht, was ja auch die allgemeine 
Annahme ist. Diese Oxydation vermittelt das Eisen in der Lésung, 
denn die Auffarbung gelingt nur mit Ferro-, nicht mit Ferrisalz, und 
auBerdem geht die Reaktion in alkalischer Lésung vor sich. 


Das Eisen hat also neben der lebensnotwendigen Hauptfunktion 
auch noch diese Funktion zweiten Grades, eine Leucoverbindung zum 
Prodigiosin zu oxydieren. Eine chemische Bindung des Eisens im 
Prodigiosinmolekiil erscheint mir unwahrscheinlich. Samkow fand 
allerdings in der Asche des Farbstoffs Eisen. Es ist aber méglich, daB 
dies Verunreinigungen waren. 


Die Nachfarbung mit Ferrosalz ist auch um so stirker, je mehr 
Zink dem Bacillus zur Verfiigung stand. Ohne Zink wurde, wie auch 
ohne Magnesium, die Leucoverbindung nicht gebildet. Dementsprechend 
tritt das Prodigiosin auch am reinsten und stirksten auf in solchen 
Lésungen, die viel Zink und wenig Eisen enthalten. Hier ist es von 
leuchtend roter Farbe mit violettem Stich, wahrend es in Kulturen 
mit mehr Eisen schmutzig braun aussieht. In Kulturen mit natiirlicher 
Eisenkonzentration geht ja bekanntlich die Farbe allmahlich von rot 
ebenfalls in braun tiber (Hisler-Portheim). Auch beim Nachfirben 
farbloser Kulturen mit Ferrosalz tritt die rote Prodigiosinfarbe nur 
mit ganz wenig Eisen auf. Mit mehr Eisen geht die Farbe sofort in 
schmutzigbraun iiber. Auch diese Eisenkonzentration ist noch so 
gering, daB die Braunfirbung nicht von Eisenhydroxyd herriihren 
kann. Vielleicht beruht diese Verfiirbung und Denaturierung auf 
einer Uberoxydation. Méglicherweise ist es eine Huminbildung analog 
derjenigen in Aspergillus-Nahrlésungen. 


V. SchluSbetrachtung. 


Wenn man die Ergebnisse der vorliegenden Versuche zusammenfaBt 
und weiterhin in Rechnung zieht das, was iiber Eisen, Zink und Kupfer 
in der Tierphysiologie und Medizin (Warburg-Minami, Cristol und White) 
und in der Enzym- und Vitaminforschung bekannt ist, dann kommt man 
zu der Uberzeugung, daB die Ergebnisse dieser Arbeit in der Organismenwelt 
weitgehend verallgemeinert werden kénnen. Eisen und Zink sind lebens- 
notwendig. Kupfer ist zum mindesten fiir einige Organismen sehr wichtig. 
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Die Rolle des Eisens als Oxydationskatalysator wird heute allgemein an. 
erkannt. Neben das Eisen tritt nun als zweiter Oxydationskatalysator von 
untergeordneter Bedeutung das Kupfer. Uber die katalytische Tatigkeit 
des Zinks wissen wir jedoch noch nichts Genaues. 

Die Enzymchemie muB8 aus der vorliegenden Arbeit die Lehre ziehen, 
daB bei Herstellung aschefreier Praiparate von Oxydasen gréBte Vorsicht 
am Platze ist. Ob die in der Literatur erwahnten Praparate wirklich von 
den letzten wirksamen Spuren Eisen oder allgemein von Metallen frei 
waren, erscheint nunmehr sehr zweifelhaft (Oppenheimer). Die sogenannten 
Co-Enzyme sind vielleicht zum Teil solche Spuren bestimmter Aschen- 
elemente. 

Wenn sich die Befunde Bertrands (1) (2) bei seinen Zinkversuchen mit 
"Mausen bestatigen sollten, wire auch die Vitaminforschung um ein gut Teil 
vorwarts gekommen. 

Mit diesen drei Metallen ist die Reihe der anorganischen Biokataly-. 
satoren sicher noch nicht abgeschlossen. Meine Untersuchungen auf diesem 
Gebiete hoffe ich in kiirzester Zeit fortsetzen zu kénnen. 


Zusammenfassung. 

Ks wurde eine Methode beschrieben (Adsorption an Blutkohle), 
die eine schnelle und griindliche Beseitigung der natiirlichen Eisen. 
Zink- und Kupferverunreinigungen aus Kulturlésungen fiir Mikro- 
organismen erméglicht. Mit Hilfe dieser Methode konnte ich folgendes 
feststellen : 

1. Eisen und Zink sind fiir Aspergillus niger lebensnotwendig. 

2. Kupfer ist zur Bildung des schwarzen Konidienfarbstoffs von 
Aspergillus niger unentbehrlich und erhéht zugleich auch die Trocken- 
substanzproduktion. 


3. AuBer Eisen, Zink und Kupfer haben noch andere, bislang noch 
nicht bestimmte Aschenelemente fiir Aspergillus niger Bedeutung. 


4. Zink férdert das vegetative Wachstum und hemmt die Frukti- 
fikation bei Aspergillus niger. 


5. Der schwarze Sporenfarbstoff von Aspergillus niger ist ein 
Gemisch von verschiedenen Huminen. 





6. Aspergillus niger bildet bei Gegenwart von viel Zink und viel 
Stickstoff auf schwach alkalischen Lésungen einen schénen Farbstoff 
(alkalisch violett und wasserléslich, sauer gelb und atherléslich), der 
wahrscheinlich in Beziehung zur Huminbildung steht. 


7. An der Huminbildung bei Aspergillus niger ist auBer Kupfer 
auch Eisen beteilig.. 
8. In eisenarmen Lésungen bildet Aspergillus niger den schon 


von Raulin entdeckten Stoff, der gegen Sauerstoff sehr labil ist. Beim 
Erwirmen mit Alkali entsteht ein mit Eisen sich schén violett farbender 
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Korper, der sich wie ein Phenol oder Enol verhalt und wahrscheinlich 
aus dem Raulinschen Stoff hervorgeht. 

9. Eisen und Zink sind wahrscheinlich auch fiir Bacillus prodigiosus 
ljebensnotwendig. Zink ist wahrscheinlich auch fiir Hefe lebensnotwendig. 


10. Kupfer hatte fiir Hefe und Bacillus prodigiosus bei meinen 
Versuchen keine Bedeutung. 

11. Bacillus prodigiosus bildet ohne Eisen sowohl wie ohne Zink 
kein Prodigiosin. 

12. Eisen ist auch an der Bildung des Prodigiosins unmittelbar 
beteiligt. Ohne Eisen bildet der Bacillus eine Leucoverbindung, aur 
der mit Ferrosalz der Farbstoff entsteht. 


Zum SchluB méchte ich nochmals darauf hinweisen, daB man bei 
MiBerfolgen mit der Kultur von Mikroorganismen stets auf etwaige 
Fallungen von Eisen, Zink und Kupfer und vielleicht auch noch anderer 
Elemente bedacht sein muB einschlieBlich der Ausfallung von Ammonium- 
magnesiumphosphat in alkalischen Lésungen. Dies gilt nicht nur in 
Hinsicht auf den Trockensubstanzertrag, sondern auch, wie bei der 
Wirkung des Kupfers auf Aspergillus, in Hinsicht auf Verainderungen 
typischer innerer Merkmale. 


Anhang. 


Nach langerer Zeit wurde die Reproduzierbarkeit der Haupt- 
versuche mit Aspergillus gepriift und bestitigt: 
Versuch. 24. bis 30. Oktober 1926. Nahrlésung: H,O 100, Saccharose 10, 
NaNO, 1, K,HPO, 0,25. 
a) Je 50 ccm in 250-cem-Kolben mit 0,1 Proz. Na, SO,, 0,001 Proz. Fe, 
0,0004 Proz. Zn, 0,00004 Proz. Cu und mit verschiedenen Magnesium- 
mengen. 


b) Nahrlésung + 0,15 Proz. MgSO, mit einer Spur Ammoniumsulfid, 
und 5 Proz. Kohle gereizigt und dann mit verschiedenen Eisen-, 
Zink- und Kupfermengen, wobei die Eisenreihe 9,0004 Proz. Zn 
und 0,00004 Proz. Cu zugefiigt bekam, die Zinkreihe 0,001 Proz. Fe 
und 0,00004 Proz. Cu und die Kupferreihe 0,001 Proz. Fe und 
0,0004 Proz. Zn. (Alle Metalle wurden als Sulfate gegeben.) 


Die Kolben wurden alle vorsichtig mit Aspergillus beimpft 
und bei 25 bis 30°C aufgestellt. 

Aus den Tabellen und Kurven (3, 4) ist zu entnehmen, daB die 
Ergebnisse der Arbeit durchaus reproduzierbar sind. Ferner geht 
daraus hervor, daB der Wirkungsfaktor von Eisen sowohl wie auch 
von Zink und Kupfer sehr viel gréBer ist als der aes Magnesiums. Die 
Kulturen haben an den beiden letzten Tagen reichlich warm gestanden. 
Deshalb ist der Schnittpunkt der Eisenkurve (nicht gezeichnet) mit 
der Ordinate etwas héher geritckt als sonst. Auch das Fallen der Kurven 
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ag Fe Trocken- ‘aon St Trocken- — Trocken- mg Me 
pro 100 ccm =r auf 100 ccm Grvtehe pro 100 ccm — pro 100 ccm 
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Abb. 1. Abb. 2. 


bei héheren Konzentrationen wird sicher dadurch beeinflubt. Die 
Abhangigkeit der Kurven von Temperatur und Zeit mu8 natiirlicl 
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noch untersucht werden. Der gesetzmaBige Verlauf der Eisen- und 
Zinkkurve steht im Gegensatz zu dem der Kupferkurve (diese nicht 
gezeichnet!). Aus dieser ist nur ein Ansteigen des Erntegewichts zu 
entnehmen. Die optimale Wirkung, auch betreffs Schwarzfirbung 
der Sporen, lag hier ungefahr bei 0,00001 Proz. Cu. 
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Uber Veranderungen des Kationengehalts der Organe 
unter Belichtung und im Héhenklima. 


Von 
Ludwig Pincussen. 
(Aus dem Institut fiir Hochgebirgsphysiologie in Davos.) 
(Eingegangen am 15. Dezember 1926.) 


In einer Reihe von Arbeiten ist festgestellt worden, daB der lonen- 
gehalt des Blutes und des Harnes unter Belichtung zum Teil nicht 
unerhebliche Veranderungen erleidet (1). Insbesondere ist von ver- 
schiedenen Seiten gezeigt worden, daB der Calciumgehalt des Blutes 
unter Bestrahlung vermehrt ist, wahrend die in meinem Berliner | nstitut 
gemachte Feststellung, daB beim Menschen der Kaliumgehalt zum 
Teil sehr erheblich abnimmt (2), ebenfalls als charakteristisch gelten 
darf. Im Davoser Institut habe ich sodann die Ausscheidungsverhaltnisse 
des Kaliums und Calciums im Harn gepriift und gefunden, daB eine 
erhéhte Ausschwemmung von Kalium mit einer Retention von Calcium 
Hand in Hand geht (3). Nun kénnen uns zwar Befunde im Blut und 
Harn gewisse Anhaltspunkte fiir die Veranderungen geben, die sich im 
Mineralstoffwechsel unter Belichtung abspielen. Sie geben natur- 
gem&B keine Auskunft dariiber, ob und in welcher Weise Verschiebungen 
in den Organen vorkommen. Gerade diese sind es, welche uns am 
meisten interessieren, seitdem wir wissen, daf Veranderungen des Salz- 
gehalts ebenso wie die der Wasserstoffionenkonzentration in héchstem 
MaBe, um bei der augenblicklich tiblichen Nomenklatur zu bleiben, 
sowohl vegetative wie animale Funktionen beeinflussen. Nicht nur 
die fermentativen Vorginge sind abhaingig von dem lonengehalt des 
Milieus, sondern ebenfalls bisher nicht in ahnlicher Weise charak. 
terisierte Funktionen, wie z. B. die Tatigkeit des Herzens. 

Aus diesem Grunde erschien es wesentlich, die Frage der lonen- 
verteilung in verschiedenen Organen zu untersuchen und festzustellen, 
wie sie sich einerseits unter Lichtwirkung, andererseits unter dem 
Einflu8B des Héhenklimas an sich offenbart. Der Versuchsplan war 
dementsprechend einfach, indem gleiche Tiere einerseits unter Be- 
lichtung, andererseits bei Haltung im Dunkeln untersucht wurden. 
Da die Erfahrungen gelehrt haben, daB bei diesen Versuchen die Nahrung 
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eine ausschlagegbende Rolle spielt, wurde in allen Fallen Hafer, der aus 
einer einzigen gréBeren Menge entnommen wurde, verfiittert, und zwa: 
50 g taglich pro Kaninchen. Hiermit kamen die 2000 bis 2500 g schweren 
Tiere gut aus, wobei ihnen lediglich noch Wasser gegeben wurde. Zum 
Versuch wurden acht gleiche Tiere derselben Rasse und desselben 
Alters ausgewahlt. Von diesen blieben zwei in Berlin, wahrend sechs 
auf schnellstem Wege nach Davos gesandt wurden. Dort wurden 
drei Tiere im dunklen Raume gehalten, wahrend drei andere dem 
Tages- bzw. Sonnenlicht wahrend 7 Stunden taglich ausgesetzt wurden 
5 Tage nach Ankunft der Tiere wurde das erste Paar, ein im Hellen 
gehaltenes und ein Dunkeltier, getétet (18. Februar), 10 Tage spater das 
zweite Paar (1. Marz), wihrend durch ein Versehen das dritte Helltier 
welches in der Nacht im Freien gelassen worden war, spontan star} 
und am 4. Marz morgens tot aufgefunden wurde. Das dazugehdrige 
Dunkeltier wurde nun, entgegen dem urspriinglichen Plan, welcher 
eine Frist von 10 Tagen vorgesehen hatte, am niachsten Tage, dem 
5. Marz, getétet. Von den in Berlin zuriickgebliebenen Tieren wurde 
waihrend 2 Wochen das Helltier taglich 20 Minuten mit der Queck-. 
silberquarzlampe in einer Entfernung von 60cm bestrahlt; diese Be- 
strahlung ist selbstverstandlich nicht einfach mit dem_natiirlichen 
Sonnenlicht in Parallele zu stellen. es schien aber die einfachste Art 
dem Tiere gréBte Intensitaten kurzwelligen Lichtes zuzufiihren. Das 
Kontrolltier blieb in einem dunklen Stalle. 

An den betreffenden Stichtagen wurden die Tiere durch Entbluten 
mittels einfachen Durchschneidens des Halses getétet. Eine bestimmte 
Menge Blut wurde enteiweiBt und nun in der gewéhnlichen Weise auf die 
verschiedenen Kationen verarbeitet. Auf diese Weise war es méglich, <lie 
EnteiweiBung in Davos, die Analysen in meinem Berliner Institut durch 
zufiihren. Von den getéteten und médglichst vollstandiz entbluteten Tieren 
wurden nun die verschiedenen Organe herausgenommen, oberfléchlich vor 
Blute gereinigt und gewogen. Sie kamen dann im ganzen in Glasstépsel- 
flaschen, in welchen sie nach Berlin geschickt wurden, wo die weitere Ver 
arbeitung erfolgte. Eine Ausnahme wurde nur bei der Leber gemacht, 
von der ein ungefahr 10 g groBes Stiick herausgeschnitten wurde, das dann 
in gleicher Weise behandelt wurde. Das Herz wurde aufgeschnitten, um 
das Blut nach Méglichkeit zu entfernen. 

Die weitere Verarbeitung gestaltete sich nun so, da® die in den Glasern 
aufbewahrten Organteile mit einer reichlichen Menge konzentrierter 
Salpeterséure iibergossen wurden, wodurch in Stunden bzw. wenigen 
Tagen das ganze Gewebe zerstért wurde. Darauf wurden die Massen unte! 
wiederholtem Nachspiilen quantitativ in einen Mikrokjeldahlkolben iiber- 
fiihrt und nunmehr unter Zugabe von Wasserstoffsuperoxyd nach den 
Angaben von Pincussen und Cronheim (4) die Veraschung ausgefiihrt '). 
Die von Salpeterséure freien, schwach salzsauren Lésungen wurden dann 


1) Bei den Analysen hat mich Herr stud. phil. Herbert Stein in 
eifrigster Weise unterstiitzt. 
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auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt und passende Mengen fiir die 
einzelnen Analysen verwendet. In den nachfolgenden Tabellen ist nur 
der Prozentgehalt der betreffenden Organe an den verschiedenen Kationen 
angegeben, da ja der Gehalt des ganzen Organs kaum interessiert. Es war 
zunichst beabsichtigt, auBer den Analysen fiir Blut, Lunge, Leber, Gehirn 
und Herz auch die der Milz, der Nebenniere und der Niere auszufiihren. 
Bei den beiden ersteren schienen mir die Waigungen nicht exakt genug, um 
laraufhin irgendwelche Schliisse zu begriinden. Bei der Niere ist es denkbar, 
daB die Resultate durch Harn und Blutgehalt doch nicht unerheblich 
gefilscht sein kénnen; sie mégen daher nur auszugsweise mitgeteilt sein. 
Auch betreffs der Haut scheinen mir die Versuche, die aus duBeren Griinden 
nur an den Berliner Kontrolltieren und den letzten Davoser Tieren an- 
gestellt worden sind, nicht ganz beweiskraftig. Die Frage ist wichtig genug, 
um nochmals ganz besonders aufgerollt zu werden. Ich médchte es auch 
als nicht korrekt bezeichnen, wie ich es in diesem Falle getan habe, nur ein 
Stiickehen Haut zu entnehmen; es mii®te vielmehr eine gréBere Partie 
oder auch mehrere Stiicke aus verschiedenen, korrespondierenden Gegenden 
der Analyse zugrunde gelegt werden. 


Was die erhaltenen Resultate anbetrifft, so ist aus den Tabellen 
das Wichtigste zu ersehen. Diese geben die absoluten Mengen des 
Kaliums, Calcitums und Magnesiums in Milligrammen auf 100 g lebens- 
frische Substanz und ferner, was besonders interessant sein diirfte, das 
Verhaltnis der verschiedenen Kationen zueinander, das Verhaltnis 
Kalium : Calcium und dasjenige von Calcium: Magnesium. Diese 
Zahlen betrachte ich als besonders wichtig, da ja gerade die Mischung 
der Kationen das Wesentliche fiir die schon oben erwahnten Lebens- 
vorgange darstellt. 

Tabelle | ergibt zunachst die Verhialtnisse im Blute. 


Tabelle I (Blut). 





Dygeriin His Dy, H, D, 


"ae 17.3 15.8 15.4 16,1 19.7 
ge ae 6 23.0 19.2 18.4 21.8 22.2 
Se 9.8 5.20 6.65 4.47 6.2 
a ’ 0.75 0.825 0.84 0.745 O87 
Calis. ... 3. 237 | 37 2.77 4.62 3.57 


Bei dieser Tabelle fehlen die Daten fiir die letzten Davoser Tiere, 
weil bei dem einen infolge spontanen Todes kein Blut erhalten werden 
konnte und deshalb auch die Kontrollen fortfielen. Im ibrigen zeigt 
sich, daB die Dunkel-Kaliumwerte im Hochgebirgsklima zunachst ab 
nehmen, um spiter wieder erheblich anzusteigen. Die Unterschiede 
Hell und Dunkel sind beim Kaninchen nicht deutlich; nur bei den Tieren 
H, und D, ist die Abnahme im Lichte eklatant. Der Calciumwert ist 
beim Berliner Tier recht hoch, er nimmt nach kurzem Aufenthalt im 
Hohenklima zunichst ab, um spiiter wieder zu steigen. Beim Berliner 
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Tiere sowohl wie bei den ersten Davoser Tieren nimmt das Calcium 
bei Belichtung zu. Das Magnesium endlich zeigt im Hochgebirgsklima 
stindige Verminderung gegeniiber dem Berliner Tiere: Belichtung 
setzt in jedem Falle die Magnesiummenge herab. Was die Quotienten 
betrifft, so ist das Verhaltnis Kalium: Calcium in jedem Falle im 
Lichte gegeniiber den Dunkelproben vermindert, das Verhaltnis (al. 
cium : Magnesium im Lichte stets héher. Diese Relation nimmt sowoh| 
bei den Dunkeltieren wie bei den Lichttieren standig zu, 80 daB es 
in Berlin in jedem Falle am niedrigsten ist. Als Resultat ist also 
hier zu buchen, daB bei diesen Verinderungen sowohl der Ortswechse! 
wie auch die Belichtung mitspricht. Bemerkt sei noch, da® dieser im 
Hochgebirgsklima erhéhte Quotient Calcitum-Magnesium gewisses Inter- 
esse dadurch gewinnt, daB er gegensitzlich gerichtet ist wie der gleiche 
(Quotient im Blute bei Narkose, der, wie von Pincussen und Dimitri. 
jevic (5) gezeigt worden ist, héher ist als bei unbehandelten Tieren 
Von Loewy ist neuerdings darauf aufmerksam gemacht worden, dab die 
Resistenz gegen Narkotica im Héhenklima deutlich gesteigert ist (( 
Da nun, wie obige Zahlen lehren, im Blute der Hochgebirgstiere das 
Calciura sehr stark iiberwiegt, ist wohl die Hypothese méglich, daB die 
erhéhte Resistenz gegeniiber den Narkoticis damit im Zusammenhang 
steht, dab es unter diesen Umstanden schwerer ist, den fiir die Narkose 
charakteristischen Ca: Mg-Quotienten mit relativem Uberwiegen des 
Magnesiums zu erreichen. 

Tabelle II zeigt die Verhiltnisse bei der Lunge (Werte stets 
mg-Proz.) : 

Tabelle II (Lunge). 





Agertin Dygertin | Aix, Dy H, D, 


 RRRSOY 328 325 195 196 220 234 266 226 
> 


Dias: = 4 18,4 18.3 14,3 13.1 17.4 ) 23.5 


Mg.... 128 MNS 15 114 905 111 96 105 
Kia... 178 | 178 1836 1830 126 116 9.6 
CaMg .. 144; 161 12 115 188 1,83 2.23 


Die Kaliumwerte sind gegeniiber den Berliner Kontrollen deutlich 
vermindert, um dann langsam wieder anzusteigen. Ahnlich ist es mit 
den Calciumwerten, wihrend die Magnesiumwerte annahernd konstant 
bleiben. Die Differenzen Hell und Dunkel sind fiir das Kalium gering. 
auch fiir das Calcium nur zum Teil betrachtlich, 80 daB eine Licht- 
wirkung in den meisten Fallen gar nicht in die Erscheinung tritt. Sehr 
deutlich sind aber die Verinderungen des Quotienten Kalium : Calcium 
welche sich sowohl aus den Dunkel- wie aus den Lichtproben — beide 
zeigen kaum eine Differenz — ablesen lassen. Gegeniiber Berlin zeigen 
die Davoser Tiere mit zunehmendem Aufenthalt in der Hohe eine 
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deutliche Verminderung dieses Quotienten, der schlieBlich nur noch 
54 Proz. des in Berlin festgestellten betrigt. Diese Erhéhung der 
Caleciumwerte in der Lunge ist immerhin von Interesse, wenn man die 
Bedeutung kennt, welche das Hochgebirge fiir die Heilung der Tuberku- 
lose besitzt. Ein solcher Austausch dieser antagonistischen lonen 
untereinander diirfte als Beweis dafiir gewertet werden, daB das Hoch- 
gebirge eine Tendenz zu erhéhtem Kalkansatz hervorruft; in welcher 
Weise der Kalk in der Lunge gebunden ist, laBt sich nicht sagen, da 
die Methode ja die ganze Kalkmenge erfabt. Die sehr hohe Kalkmenge 
beim spontan gestorbenen Tiere H, liBt ebenso wie die hier gleichfalls 
sehr hohe Relation Ca: Mg, bei unverinderter Magnesiummenge ohne 
Nachpriifung einen Schlub nicht zu. 


Tabelle III (Gehirn). 





A erin Dygertin Ay. Dy, H, dD, H, D, 


360 377 297 326 303 367 333 
109 18.9 58 87 52 78 615 


k 75 

9 

2 15.6 13.9 12.0 13.0 13.9 13,8 13.3 
3 
67 


EP cn piel 3 
ae ee 37. 
Mg . 14 
«> ee 9. 
Ca/Mg 2, 


33 20,0 5.1 3.75 58 | 4,7 54 
7.0 1.36 4.85 6.70 3.73 5.52 4.62 


Die Befunde beim Gehirn werden in Tabelle II! geschildert. Sie 
ergeben eine anfangliche Abnahme, dann wieder Zunahme der Dunkel- 
werte und eine regelmaBig vorhandene, wenn auch in ihrem Ausmal 
wechselnde Erhéhung des Kaliums bei den Helltieren. Die Werte des 
Caleiums sind derartig wechselnd, daBb eine Analyse nicht mdglich 
erscheint. Bei den Berliner Tieren sowie bei den ersten Davoser Tieren 
(H,, und D,,) sind die Werte bei den Dunkelkontrollen sehr erheblich 
héher, ganz anders wie bei den anderen Davoser Tieren. Bei den Dunxel- 
tieren der héchste Wert in Berlin, sehr starke Abnahme in Davos, die 
zunichst noch héher wird, um dann einer geringen Zunahme Platz zu 
machen. Ob diese Dinge ebenso wie die entsprechenden Veranderungen 
des Quotienten Kalium : Calcium als eine Art Bergkrankheit zu deuten 
sind, bleibe dahingestellt. Es muB jedenfalls als auffallig die Zunahme 
des Calciums im Lichte nach anfinglich umgekehrtem Verhalten gebucht 
werden. Die Magnesiumwerte sind sehr wenig charakteristisch, sie 
sind bei den Hochgebirgstieren nur wenig niedriger als bei den Berliner 
Tieren, auch die Ausschlige zwischen Hell und Dunkel sind nur un- 
bedeutend. 

Die Befunde an der Leber sind verhaltnismaBig sehr bedeutend 

Das Kalium der Dunkeltiere ist im Hochgebirge vermindert, der 
EinfluB der Belichtung, was die absoluten Werte anbetrifft, nicht 
gleichmaBig, indem in Berlin eine Abnahme, im Hoéhenklima eine 
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Tabelle IV (Leber). di 

C 

H gertin Dye rtin Hy. D H, Hi, D, in 

wv 

iis Tie ok 281 350 346 292 293 20: 302 212 he 
OR a acta 7,6 12.3 7.8 8,1 8,8 . 10,9 13,7 a 

_ eee 16.7 18.8 19.0 18.8 16.9 ; 18,2 19.1 \e 
Rie. oat 235 445 36 33,2 2 WT 1865 kl 

Ca/Mg .. 0.46 0,65 0.41 0.43 0,52 5S 0,60 0,72 t 

Zunahme beobachtet wird. Der Calciumwert nimmt in der Héhe ab = 

um dann sehr langsam wieder anzusteigen. Bei den Helltieren ist der pe 

Calciumgehalt in jedem Falle niedriger als bei den Kontrollen, wenn = 

auch in verschiedenen AusmaBen. Wichtig ist der Gang der Relation = 

Kalium-Caleium. Ihr Wert nimmt beim Dunkeltier erst zu, dann ” 

wieder ab, um schlieBlich weit unter das urspriingliche Niveau zu 

fallen. Vergleicht man das Verhaltnis Kalium: Calcium bei Hell- und Be 

Dunkeltieren, so ist es in jedem Falle beim Helltier héher, und zwar De 

beim Berliner Tiere um 30 Proz., bei den letzten Davoser Tieren sogar fe 

um fast 80 Proz. DaB solche gewaltigen Umstellungen im Lichte von He 

weittragenden Folgen fiir den Fermentstoffwechsel begleitet sein pre 

miissen, besonders wenn sie in einem so wichtigen Organ wie der Leber bis 

vor sich gehen, liegt auf der Hand. Das Verhaltnis Calcium : Magnesium bes 

ist dagegen in jedem Falle im Lichte gegeniiber den im Dunkeln ge- = 
haltenen Tieren verringert. 

Endlich das Verhalten der Kationen im Herzen. a 

tei 

Tabelle V (Herz). kla 

) beh 

Ageriin Dgeriin H Dis H, dD, Hi, Der 

rere 289315 365 288295 und 

GA. one eta 9,4 16,1 2 14.25 13.35 15.0 14.15 , Org 
-—...1o| a 495 | - 303 213 54! 
CaMg .. 38 1 199 | 236 | 242 169 7 

dev 


Hier spielen augenscheinlich auch Héhenklima und Strablung 
eine Rolle. Die Abnahme des Kaliums be’ den Dunkeltieren ist nicht 
sehr erheblich, wogegen die Differenz zwischen Hel!- und Dunkeltieren 
in Berlin zugunsten des Helltieres, in Davos in jedem Falle zuguneten = 
des Dunkeltieres ausfaillt. Das Calcium der Dunkeltiere nimmt ein “ 
wenig ab; bei den Helltieren sieht man den starksten Effekt der Be- 6) 
strahlung bei dem Berliner Tiere und den ersten Davoser Tieren, wo Juli 
das Calcium ungefahr nur die Halfte wie bei den Dunkeltieren betragt 
dagegen ist bei den H,-Tieren eine sehr geringe Abnahme, bei dem 
spontan zugrunde gegangenen H,-Tier keine Veranderung zu bemerken 
In ganz ahnlicher Weise schwanken auch die Magnesiumwerte, so dali 
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darauf weiter nicht eingegangen wird. Das Verhaltnis Kalium zu 
Calcium ist am héchsten gesteigert bei dem Berliner Helltier; es folgt 
in weitem Abstand das erste Davoser Tierpaar, wahrend spaterhin 
zwischen Hell und Dunkel ein Unterschied nicht zu konstatieren ist, 
bei den letzten Tieren sogar ein Uberwiegen beim Dunkeltier. Diese 
\erhaltnisse sind vorlaufig recht wenig durchsichtig. Ich habe friiher bei 
klinischen Versuchen gelegentlich festgestellt, daB von Herzkranken 
(Uberleitungsstérungen) Bestrahlung sehr schlecht vertragen wurde 
und sehr unangenehme vagotonische Beschwerden auftraten. Es ist 
wohl denkbar, daB zwischen der Kaliumsteigerung bei Bestrahlung 
und diesen Symptomen ein Zusammenhang besteht. Warum freilich 
im Hochland diese Dinge weniger ausgepriigt sein sollen, 1Bt sich 
auch mutmaBungsweise nicht sagen. 

Beziiglich der Haut sei erwihnt, daB8 die Kaliumwerte beim 
Berliner Helltier niedriger waren als beim Dunkeltier und da® bei den 
Davoser Tieren das Verhalten entgegengesetzt war. Das gleiche gilt 
fiir das Calcium, wo ebenfalls das Berliner Dunkeltier, das Davoser 
Helltier die héheren Werte zeigte. Immerhin lagen in beiden Vergleichs- 
proben die Relationen Kalium: Calcium so, daB beim Dunkeltier, 
wenn auch in verschiedenem MaBe, das Kalium iiberwog. Aus den 
bereits oben genannten Griinden soll auf diese Verhaltnisse kein be- 
sonderer Wert gelegt werden. 

Diese Versuche, die an verhaltnismaBig wenigen Tieren ausgefiihrt 
worden sind, machen nicht den Anspruch darauf, die Frage der Ver- 
teillung der einzelnen lonen in den Organen definitiv und absolut zu 
kliren. Es ist wohl denkbar, daB gewisse Verhiltnisse, die man nicht 
beherrscht, die Resultate in einzelnen Fallen modifiziert haben. Mit 
Deutlichkeit zeigen sie aber, daB unter Einwirkung des Héhenklimas 
und des Lichtes ganz erhebliche Verschiebungen im Mineralgshalt des 
Organismus vor sich geben und daB auch die Frage der Gewéhnung 
an das Héhenklima (Akklimatisation) vielleicht hierdurch einer 
Deutung niher gebracht wird 
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Uber Beeinflussung biologischer Lichtwirkungen. 
Von 
Ludwig Pincussen. 


(Aus der biologisch-chemischen Abteilung des staédtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1926.) 


Die Wirkung, welche das kurzwellige Licht besonders auf tiefer. 
stehende Organismen ausiibt, erfolgt hauptsachlich im Sinne einer 
Schidigung. Bei der Anwendung geniigend starker Intensitaten solcher 
Strahlung gehen bei langerer Belichtung die Organismen zugrunde 
Ganz ahnlich wie ganze Tiere verhalten sich auch gewisse Organe, bei 
welchen ebenfalls eine mehr oder weniger groBe Schidigung durch 
das Licht erzeugt wird. Nach den Versuchen von Tappeiner und 


Jodibauer, die in der Folge auch von anderer Seite erweitert worden 
sind, lat sich die Lichtwirkung sehr erheblich steigern, wenn der 
Flissigkeit, in welcher sich die niederen Organismen befinden, gewisse 
Farbstoffe, besonders fluoreszierende, zugesetzt werden. Wahrend 
unter solechen Verhialtnissen im Dunkeln gehaltene Tierchen ebenso- 
wenig beeinfluBt werden wie in einfachem Wasser, wirkt bei Licht- 
zutritt diese ,,Sensibilisierung* so, daB in erheblich kiirzerer Zeit als 
sonst eine Aufhebung der Lebensfunktionen, bei kleinen Tieren sogar 
der Tod eintritt. In einer Reihe von Arbeiten der letzten 14 Jahre 
habe ich versucht, diese Sensibilisierung experimentell fiir die Beein. 
flussung des Stoffwechsels héherer Tiere zu verwerten, wahrend von 
anderer Seite, vor allem von Pfei/fer und Hausmann, dargetan worden 
ist, daB unter solchen Umstinden auch andere tiefgreifende Ver- 
anderungen auftreten [Literatur iiber alle diese Dinge bei (1)}. Eine 
Erklarung der Erscheinungen bei photodynamischer Sensibilisierung 
steht bisher noch aus; nach meinen Erfahrungen handelt es sich bei 
der Beeinflussung des Stoffwechsels im wesentlichen um eine Steige- 
rung der Oxydationsvorginge, der natiirlich andere Phinomene teils 
koordiniert, teils subordiniert sein diirften. 

Eine Modifikation der Empfindlichkeit von Organismen gegeniiber 
der Lichtwirkung kann nun auch auf eine andere Weise erfolgen, welche 
viel genauer prazisiert werden kann. An Fermenten konnte ich nach- 
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weisen, daB die Wirksamkeit der Strahlung auf diese bedingt ist durch 
ihre Dispersitat, da®B feindisperse Systeme in héherem MaBe durch 
das Licht geschadigt werden als solche, die in gréberem Zustande vor- 
handen sind, und daB die Fermentwirkung am starksten dann ge- 
schidigt wird, wenn sich die Enzyme im optimalen Punkte befinden 
Giewisse Zusitze, welche die Dispersitaét vergrébern, dadurch freilich 
auch die Wirkung an sich verkleinern, lassen die Schidigung durch 
die Strahlung auch relativ in sehr verringertem MaBe in die Erscheinung 
treten. So ist z. B. Salzzusatz zu Fermentlésungen infolge seiner ver- 
grobernden Wirkung geeignet, die Strahlenempfindlichkeit herab- 
zusetzen. Neben dieser allgemeinen Salzwirkung wurden auch spezifische 
lonenwirkungen festgestellt, deren charakteristischste die des Jodions 
war. Aus Jodidlésungen wird im Lichte Jod abgespalten, und dieses wirkt 
augenscheinlich sehr schidigend auf die fermentative Wirkung ein, 
wenn auch in verschiedenem Ausmab, wie ich an Diastasen zeigen 
konnte (2). 

Diese Erfahrungen lieben es erwiinscht erscheinen, auch an 
Organismen die Wirkung gerade des Jods niher zu untersuchen. Im 
Frihjahr 1925 ausgefiihrte Untersuchungen an Kaulquappen, vor 
allem aber an Daphnien, haben nun gezeigt, daB auch hier dem Jod 
eine auBerst schiidigende Wirkung zukommt. Die Versuche, welche 
in den Tabellen I und Il dargelegt werden, zeigen diese Tatsache. 
Die Versuche wurden einfach so angestellt, daB die Tiere in zwei Partien 
in Jodalkalilésungen — im wesentlichen Jodkalilésungen — eingesetzt 
wurden, da8 eine Partie im Dunkeln blieb, waihrend der andere Teil 
in offener Schale dem Lichte ausgesetzt wurde, und zwar zeigt Tabelle | 
die Resultate bei Anwendung von Sonnenlicht, Tabelle II die bei 
Bestrahlung mit Quarzlampe. 


Tabelle I. 


Daphnien in Jodkaliumlésung {100 cem) in hellem, diffusem Lichte (23. Juni 
1925). Anfang 12 Uhr. 





Konzentration 


Proz Nach 1 Stunde Nach 1 Stunde 50 Min. Naeh 2 Stunden #0) Min 


0.1 viele ¢ fast alle + alle + 
0.1 (Kontrolle) viele + einige leben einzelne leben 
0.05 meiste + fast alle + 
0.05 (Kontrolle) etwa '), + etwa |, leben 
0.02 etwa '/, t etwa *, + 
0.02 (Kontrol) meiste leben meiste leben 
0.01 etwa |), t etwa ', ft 
0.01 (Kontrolle) fast alle leben meiste leben 
0.005 etwa '), ft etwa '), t 
0.005 ( Kontrolle) fast alle leben fast alle leben 
Wasser etwa '), t etwa ', ¢ 
Wasser (Kontrolle) wenige + wenige + 
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Tabelle 11. 
Daphnien im Quarzkolben in 0,05proz. J K-Lésung. 





Nach 48 Min. Nach 60 Min 


a) Belichtet durch Quarzlampe, 50 V.,2 Amp. 
an den Klemmen, l5cm Abstand . .. . alle leben ungefahr ' 


b) Dunkelkontrolle 4 a fast alle lebe 


Es ist iiber diese Tabellen nicht viel zu sagen; wahrend bei sehr 
hohen Konzentrationen eine gewisse Schidigung auch bei den Dunkel. 
tieren beobachtet wird, ist bei niederen Konzentrationen kein Unter. 
schied der in Jodalkalilésung eingesetzten Tiere gegeniiber den 
Kontrollen in Wasser festzustellen, wahrend die im Hellen gehaltenen 
Tiere in weit héherem MaBe als die Dunkeltiere absterben. Dieselben 
Erscheinungen zeigt Versuch 2, wo die Tiere in einem Quarzkolben 
mit der Qecksilberquarzlampe bei Verwendung einer 0,05proz. Jod- 
kaliumlésung bestrahlt wurden; schon nach | Stunde waren die meisten 
Lichttiere abgetétet. 

Diese Abtétung unter LichteinfluB schien sehr wahrscheinlich 
durch die Abspaltung von Jod bedingt, welches, von den Tieren auf. 
genommen — in der Fliissigkeit wurde freies Jod nicht nachgewiesen 
nun weitere Prozesse zur Folge hatte, die schlieBlich zum Tode fiihrten 
Die Abspaltung von Jod aus Jodidlésungen im Lichte, deren Ausmai 
von verschiedenen Faktoren abhangig ist, wird auch gesteigert durch 
Zugabe gewisser fluoreszierender Farbstoffe, und zwar gelingt dann 
wie ich gezeigt habe, eine Abspaltung schon durch langwelligere 
Strahlen, welche ohne die Sensibilisatoren zur Freisetzung von Jod 
nicht befahigt sind. Es war also anzunehmen, daB bei Zusatz sensibili- 
sierender Substanzen infolge der Steigerung der Jodabspaltung noch 
eine stirkere Reaktion erfolgen miiBte. Solche Versuche sind in den 
Tabellen II] bis V geschildert, und zwar im Sonnenlicht sowie bei 
Beleuchtung mit der Quarzlampe unter Anwendung der sehr wirk. 
skmen Sensibilisatoren Eosin und  dichloranthracendisulfosaures 
Natrium. Es ist charakteristisch, daB bei dem in Frage kommenden 
Testobjekt die fluoreszierenden Farbstoffe an sich so gut wie keine 
Wirkung hatten, daB also die Abtétung der Tiere lediglich auf die 
JK-Spaltung zuriickzufiihren war. Bemerkt sei noch, daB die Tem- 
peratur der Licht- und Dunkelproben gleich hoch gehalten wurde. 

Es lag nahe, aus den genannten Versuchen den SchluB zu ziehen 
daB das als starker Schidling bekannte Jod allein fiir diese starke 
Wirkung anzuschuldigen war; es war nur erforderlich, eine verstarkte 
Oxydation durch das freigesetzte Jod anzunehmen, aus welcher sich 
die ganzen Erscheinungen erklirten. Da’ Jod auBerordentlich stark 
wirksam ist, hatte sich aus hier nicht naher auszufiihrenden Versuchen 
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Tabelle I11. 


Daphnien im Quarzkolben in 100cem 0,05proz. JK-Lésung + | ccm 
I prov. Eosin, blaulich. 





Nach 2 Stdn. (ohne 


Naeh 12 Min. Nach 40 Min. weitere Bestrablung 


a) Belichtet durch Quarzlampe. 
l5em Abstand ...... alle leben  einzelne + alle + 
b) Dunkelkontrolle ...... - a alle leben fast alle leben 


Tabelle IV. 


Daphnien in offenen Schalen in 100 cem n/1000 J K-Lésung im Sonnenlicht 
! - 
(26. Juni 1925). 





Nach 2 Stunden Nach 2 weiteren Stdn 
Sonnenlicht diffusen: Licht 


nl000 JK-Lésung......... meiste + alle + 
Desgl., Kontrolle........ ra etwa ', t 
+ 05cem lproz. Eosinlésung . re alle + 
Desgl., Kontrolle . . . ‘as etwa '), t 
1,0cem Iproz. Eosinlésung . “? alle + 
Desgl.. Kontrolle........ va 1) etwa '/, t 
+ 20cem Eosinlésung ...... t alle + 
Desgl., Ser eee meiste leben meiste leben 
Wasser + 1.0cem Eosinlésung .. . 2, leben 2), leben 
Desgl.. Kontrolle. ....... meiste leben meiste leben 
+20cem Eosinlésung ...... | etwa ¥, leben etwa */, leben 
Deagi., Kontrolle. ....... meiste leben meiste leben 


Tabelle V. 


Daphnien in 100 cem n/1000 J K-Lésung in offenen Schalen im Sonnenlicht 
(27. Juni 1925). 





Nach 90 Minuten 


n/1000 J K-Léeung, hell . . . .. 2... 2 wees groBer Teil t 
Desgl., dunkel . . . ; fast alle leben 
+ 0.5cem 0,1 proz. dichloranthracendisulfos. Na ; alle + 
Desgl., dunkel . . . la we fast alle leben 
+ 10cem dichloranthracendisulfos. Na ae ae alle t 
Desgl., dunkel . . . rw fast alle leben 
+ 2,0 cem dichloranthracendisulfos. Na a «ae alle + 
Desgl., dunkel . . +2 ley fast alle leben 
+ 5cem dichloranthracendisulfos. ‘Na. eo alle + 
Desgl.. dunkel. . . . h fast alle leben 
Wasser + 1.0 ccm dichloranthracendisulfos. Na “ 
Desgl., dunkel . ‘ , 
+ 5.0 cem dichloranthrac endisulfos. Na . ‘ 


Desgl., dunkel . 


ergeben, bei welchen andere Jodide angewandt worden waren, auch hat 
fiir die Schadigung der Katalase Seligsohn in meinem Institut den sehr 
starken EinfluB des aus einem organischen Jodpraparat abgespaltenen 
Jods nachweisen kénnen. Es wurde trotzdem in diesem Jahre unter 
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Benutzung von Kaulquappen als Testobjekt gepriift, ob die schadigencle 
Wirkung lediglich der Jodkomponente zuzuschreiben ist, und aus 
diesem Grunde systematisch die verschiedenen Anionen und Kationen 
auf ihren EinfluB bei der Lichtwirkung untersucht. Es war schon 
friiher, wie bereits angegeben, festgestellt worden, daB simtliche Jod- 
salze schadigend wirken, es fehlte aber der Nachweis, ob die mit dem 
Kalium verbundenen Anionen in ahnlicher Weise wie das Jodion wirkten 
ob also auch dem Kalium eine in der gedachten Beziehung wichtige 
Rolle zuzuschreiben ist. Den ersten Versuch iiber diese Frage schildert 
Tabelle VI. 
Tabelle VI. 
Kaulquappen (Frosch) in 100 ccm n/20 Lésung, 10 Minuten belichtet durch 
Quarzlampe, 2 Amp. (offene Schalen). 





Nach 40 Min. Nach 40 Min 
KCl-Lésung .. . 6 +, 2 leben K,SO,-Lésung . alle + 
Desgl.. dunkel . . alle leben Desgi., dunkel . . alle leben 
K Br-Lésung .. . 6 +, 1 lebt K,H PO,-Lésung 3 +. 5 leben 
Desgl., dunkel . - alle leben Desgl., dunkel . . alle leben 
KJ-Lésung. ... alle + Wasser, hell . . . - . 
Desgl., dunkel . . alle leben “ dunkel . . ss . 





Aus ihr ergibt sich die in vielen anderen Versuchen bestatigte 
Tatsache, daB Kaulquappen, dem Quarzlicht ausgesetzt, in allen 
Kaliumsalzen — die angewandte Konzentration war n/20 — verhaltnis- 
maBig schnell absterben, daB, wahrend die Wasserkontrollen im Hellen 
am Leben blieben, die Dunkelkontrollen in den gleichen Salzlésungen 
ebenfalls iiberleben, die Helltiere nach langerer oder kiirzerer Zeit 
zugrunde gehen, wobei freilich gewisse Abhaingigkeiten vom Anion 
vorhanden sind. So ist das Kaliumjodid in der Tat am wirksamsten, 
wahrend das Bromid und das Chlorid sich ein wenig, das saure Phosphat 
sich erheblich giinstiger verhalt. Sehr groB sind die Unterschiede bei 
der angewandten Intensitat nicht, und es ist nur das Phosphat, welches 
einen gewissen Schutz zu gewahren scheint, trotz der verhaltnismabig 
alkalischen Reaktion, welche, wie spiiter gezeigt werden wird, einen 
ungiinstigen EinfluB hat. 

Nachdem auf diese Weise der sehr erhebliche EinfluB des Kalium- 
ions festgestellt worden war, wurde zur weiteren Klarung der Rolle 
der Anionen ein entsprechender Versuch mit Natriumsalzen angestellt 
Hier sind die Ausschlige fiir die Anionen erheblich kleiner, wie 
Tabelle VII zeigt. 

Aus ihr ergibt sich sehr klar die Rolle des Jodions; wahrend das 
Chlorion absolut unschidlich, das Bromion auBerordentlich wenig 
schidigend einwirkt, ist die Wirkung des Jods eine sehr starke, und 
im Gegensatz zu den sonst meist gefundenen Reihen steht das Fluor 
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Tabelle VII. 


Kaulquappen in n/10 Lésungen in offenen Schalen. Belichtung durch 
220-Volt-Quarzlampe, 10 Minuten. 





Nach 60 Min. Nach 60 Min 


NaCl-Lésung . . . alle leben NaFl-Lésung .. | alle + 
Desgl., dunkel. . . “3 a Desgl., dunkel Ce 
NaBr-Lésung. . . lt,andereleben] Wasser .. . ' alle leben 
Desgl., dunkel. . . alle leben = dunkel. . “ 
NaJ-Lésung ... alle + 
Desgl.. dunkel. . . 2 +, 6 leben 





nicht beim Chlor, sondern beim Jod; hier besteht aber die Abnormitat, 
daB auch die Dunkeltiere in verhaltnismabig grober Menge zugrunde 
gehen, waihrend bei den anderen Anionen die Dunkeltiere iiberleben. 

Es fragt sich nun, wie unter den Kationen das Kalium in der Reihe 
steht, insbesondere wie die verschiedenen Kationen an das als gewisser- 
maBen indifferente Anion, das Chlor, gebunden sich verhalten. Solche 
Versuche sind in den Tabellen VIII und LX geschildert. 


Tabelle VIII. 


Temporariaquappen in 100 cem Lésung. 10 Miunten belichtet in offenen 
Schalen. 





Nach 20 Stunden Nach 44 Stunden 
j 

Se eS eee ne ee ae 1 +, 9 leben unverandert 
I eg alle leben alle leben 
I old os 6 Ge bas + a 2 +, 8 leben 
5 he WS. wate MS as * alle leben 
ES es ee 8 +t, 2 leben alle + 
I. gs gc gk te alle leben alle leben 
Ses & + 5 6 oo hs 8 1 +, 9 leben unverandert 
ee ee ae 1 t, 9 leben ™ 


Dieser Versuch, der lediglich mit einigen Salzen ausgefiihrt worden 
ist, zeigt sehr deutlich, daB, wenn man Lésungen ohne Salzzusatz als 
Paradigma nimmt, das Natriumsalz keinen irgendwelchen nennens- 
werten Unterschied zeigt. das Kalium in gleicher Konzentration 
auBerordentlich schidiich wirkt, das Calcium im Gegenteil elier 
giinstiger. Die hier gewahlten Konzentrationen ergaben bei den 
Dunkeltieren in keinem Falle eine Schadigung. 

Dieser Versuch ist noch erweitert in der Anordnung der Tabelle LX. 

Hier zeigt sich die schidigende Beeinflussung, wenn man die 
Kationen nach zunehmender Schadigung ordnet, in folgender Reihe: 


Ca, Na, <= Al < Sr < Mg < Li << K. 
Es steht also das Calcium an einem, das Kalium am anderen Ende der 
Reihe, das Lithium auffalligerweise — das ist in vielen Versuchen 
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Tabelle IX. 
Kaulquappen von Bufo in n/10 Lésungen, belichtet in offenen Schalen 
an zwei aufeinanderfolgenden Tagen je 8 Minuten mit Quarzlampe. 





1 Stunde 20 Stunden 


nach zweiter Belichtung 


NS nas a alle leben alle leben 
Desgl., dunke! . Semin, ‘i . “ _ 
De ica eg <a) La alle + alle + 
OT ee ore 6 +, 4 leben 7 t, 3 leben 
Be ee alle + alle + 
0 a eee eee alle leben 
Mietheateene@. . 2. alle + alle + 
ee ne ee alle leben L t, andere leben 
FR Lee . . 8 leben, 2 + 
Desa. ipa etn lk ee tt a a alle leben 
a eee ee 4 leben, 6 + 9 f, 1 lebt 
a I 6s ee saya rttine ernie alle leben 1 t, 9 leben 
Al,Ci,-Lésung........ ‘ 3 leben, 6 + alle + 
i ss 4 oe up et wo alle leben alle + 
Wasser . ae ee 2 1 +, 9 leben 


Desgl.., dunkel . ee ae YR F , alle leben 


bestatigt worden — ganz in der Nahe des Kaliums. Wir haben also 
fir Anionen und Kationen ganz charakteristische Reihen vor uns, 
wie sie auch fiir andere biologische Prozesse gefunden worden sind 
Die Reihe der Anionen: Cl < Br< SO, < FI, J entspricht im wesent- 
lichen der von Héber (4) fiir die Hamolyse von Rinderblut durch Natrium- 
salz am ersten Tage angegebenen Reihe,-wahrend die Kationenreihen 
durchaus dem iiblichen Schema entsprechen, was besonders klar wird, 
wenn man die einwertigen und zweiwertigen lonen untereinander 
betrachtet. Mit Barium konnten bei der im allgemeinen angenommenen 
Versuchsanordnung keine Resultate gewonnen werden, da die Tiere 
auch im Dunkeln eingingen, das gleiche gilt fiir das Anion NO,. 

Bei meinen Untersuchungen iiber die Wirkung der Strahlung auf 
Fermente habe ich auch gezeigt — es wurde schon oben erwihnt —, 
daB Salzzusatz zu den Lésungen einen gewissen unspezifischen Schutz 
ausiibt, augenscheinlich infolge der auftretenden Dispersitatsvergrébe- 
rungen. Etwas Ahnliches ist in gewissem MaBe auch in diesen Ver- 
suchen an Kaulquappen der Fall. Bringt man die Tiere in eine ver- 
haltnismaBig giinstige Phosphatpufferlésung, so beobachten wir auch 
hier, wie Tabelle X zeigt, unter Umstainden eine Schutzwirkung. 

Zu hohe Salzkonzentrationen erweisen sich in jedem Falle fiir 
das Leben der Tiere als schidlich. In einer m/3 Phosphatlésung sterben 
sowohl die Hell- wie auch die Dunkeltiere ab, und zwar im Lichite 
etwas schneller als in der Dunkelheit. Ahnliches findet in m/6 Lésungen 
statt, wihrend in verdiinnteren Phosphatlésungen ein sehr erheblicher 
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Tabelle X. 
Kaulquappen’in Phosphatmischungen, py 5,91. Bestrahlung 20 Minuten. 





Nach 10 Minuten Nach 60 Minuten Nach 120 Minuten 


m3 Phosphat .... . alle + 

Desgl, dunkel .... . 6 t+. 3 leben alle + 
m6 Phosphat ..... alle + 
Desgl., dunkel ..... alle leben alle leben 
m/l2 Phosphat. ... . alle leben . 2 +, 8 leben 
Desgl., dunkel .... . - alle leben 
m24 Phosphat . ; 

Desgl., dunkel .... . = 

m48 Phosphat.... . ¥ 2 . 

Desgl., dunkel . * . . 
Wasser. . . are ao 5 t, 3 leben 


leben 


2 
Desgl., dunkel . . .. . ‘ s alle leben alle leben 


Schutz gegeniiber der Bestrahlung im Vergleich mit Wasser festzustellen 
ist. Es diirfte kaum ein Zweifel sein, daB hier ahnliche Prozesse ob- 
walten wie bei der vorher geschilderten Wirkung der verschiedenen 
lonen, daB es sich also auch hier um Dispersitatsvergréberungen 
handelt, unter deren Wirkung ein Schutz gegen die Strahlung erzielt 
wird. Sowohl die unspezifische Wirkung des Salzes an sich wie die 
spezifische des Ions vermag also eine Verminderung bzw. Zunahme 
der Strahlenempfindlichkeit auszulésen. 


In ganz ahnlicher Weise diirfte der EinfluB zu deuten sein, 
den die Wasserstoffionenkonzentration der Lésung auf die Tiere 
ausiibt. Bringt man, wie Tabelle XI zeigt, die Kaulquappen in eine 
Phosphatpufferlésung gleicher Konzentration, jedoch von wechselndem 
pu, 80 ergeben sich charakteristische, zunachst unerwartete Verhaltnisse. 


Tabelle XI. 


Quappen in m/50 Phosphatlésungen, 10 Minuten (15cm Entfernung) 
in offenen Schalen belichtet. 





Py der Lésung 3 Stdn. nach Belicht. Py der Lésung 3 Stdn. nach Belicht. 


ae i ee alle leben ite Gwar 5 8. s 3 t. 4 leben 
591, dunkel. .. . e 3 7.15, dunkel . . . alle leben 
0 ‘ te atvh ay hs em 4 +. 3 leben 
647, dunkel. . . . as z 7.65. dunkel .. . alle leben 
Ge etn sf * ee <6} 4 a 4 t. 3 leben 
6.81, dunkel. . . . = a F dunkel . . alle leben 





Es ergibt sich, daB die bei kleinerem pg, als 6,8 belichteten Tiere 
bei der Bestrahlung verhaltnismaBig wenig oder gar nicht geschadigt 
werden, daB bei diesem py alle Kaulquappen am Leben bleiben. wihrend 
bei alkalischer Reaktion py 7,15 und py 7,65 der gréBte Teil der Tiere, 
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und zwar steigend mit héherem py zugrunde geht. Nach einem 
anderen Versuch liegt die Grenze bereits bei ungefabr 6. Da es sich 
ja hier wohl um eine kombinierte Wirkung handelt, erscheint ic 
Reaktion nicht absolut scharf, sie zeigt aber deutlich, daB eine er- 
hebliche Abhangigkeit besteht, und zwar macht es den Eindruck, das 
bei einer gewissen Entfernung vom isoelektrischen Punkt, den man 
vielleicht zu ungefahr 5 bis 6 annehmen darf, infolge der Dispersitiits. 
verkleinerung die Tiere der Strahlenwirkung zuganglicher geworden 
sind. Die héhere Empfindlichkeit bei zunehmendem py zeigt sich auch 
beim Einbringen in reine Saurelésungen, worauf an dieser Stelle nicht 
eingegangen werden soll, weil hier noch andere Dinge eine Rolle spielen 
Es mége aber schon erwahnt werden, daB auch bei Essigsiure und 
Propionsiure die Dinge grundsitzlich ebenso liegen, desgleichen auch 
bei Einbringen in Salzsaurelésungen; iiberall schiitzt eine héhere 
Aciditaét in gewissem Grade gegen die Lichtwirkung. 

Als Resultat saimtlicher geschilderten Versuche scheint sich zu 
ergeben, daB auch bei der Wirkung des Lichtes auf tierische Organismen 
die Dispersitat, zunachst wohl der aufnehmenden Haut, mabgebend 
ist fiir den tédlichen Erfolg der Strahlung, daB Dispersitatsvergréberung 
schiitzt, daB Dispersitatsverminderung, die sich hier im wesentlichen 
als Quellung dokumentiert, die Empfanglichkeit steigert. So bilden 
die Versuche am lebenden Organismus eine Parallele zu meinen Ergeb- 
nissen tiber die Einwirkung der Strahlung auf die Fermente. ab 
auch beim lebenden Organismus eine Beeinflussung der Fermente 
eine wesentliche Rolle spielt, ist wahrscheinlich; diese Frage wird 
weiter verfolgt werden. 

Anhangsweise sollen einige Versuche mitgeteilt werden, welche 
tiber das Wachstum der Kaulquappen unter verschiedenfarbigem 
Lichte ausgefiihrt worden sind. Sie wurden so angelegt, daB gleiche 
Portionen Laich in weiBe Schalen eingebracht wurden, welche mit 
farbigen Glisern iiberdeckt waren, so, daB aber geniigend Luft hinzu. 
treten konnte. Die Schalen standen nebeneinander am hellen Fenster 
Die angewandten Farben waren gelb, rot, griin, blau; eine Schale war 
mit einem weiBen Rippenglas bedeckt, eine sechste durch untergelegtes 
schwarzes Papier méglichst gegen Licht geschiitzt, eine siebente blieb 
offen. ‘Das Wasser wurde in gewissen Intervallen gewechselt; zwecks 
Fiitterung der jungen Kaulquappen wurde geniigend Piscidin in feinstem 
Pulver in geniigender Menge zugefiigt. In dem Versuch, der am 24. Marz 
begonnen, am 21. April abgeschlossen wurde, ergab sich am Ende kein 
deutlicher Unterschied in der Entwicklung der Temporariaquappen. 
nur zeigte sich eine Differenz in der Pigmentierung, die, wie zu er- 
warten, am geringsten bei den im Dunkeln gehaltenen Tieren war, am 
starksten aber bei den unter blauem Glas aufgezogenen. In der ganzen 
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Zeit standen die GefiBe am Tageslicht, in gleicher Weise vom Lichte 
getroffen. 

Gewisse Unterschiede jedoch zeigten sich wahrend der Ent- 
wicklungsdauer. So erwiesen sich am 29. Marz die unter griinem 
und blauem Glas gehaltenen Eier schlechter entwickelt als die anderen, 
und am 3. April war besonders in der blauen Probe noch verhiltnis- 
mabig viel unentwickelter Laich, eine schlechte Entwicklung auch 
bei der unbedeckten Probe, die auch noch am 6. April sehr deutlich zu 
erkennen war. Am selben Tage waren die gréBten Exemplare unter 
dem roten Glas festzustellen. Als Ergebnis dieser Versuche, die keinen 
Anspruch auf absolute Genauigkeit machen, méchte ich also fest- 
stellen, daB im Anfang kurzwelligeres Licht, griin und blau, die Ent- 
wicklung zu hemmen, rotes sie dagegen zu steigern scheint. Diese 
Differenzen gleichen sich aber in der Folge vollstandig aus. Dab 
die geringere die Tiere treffende Strahlenenergie die anfinglichen 
Differenzen bedingt, scheint mir aus dem Grunde wenig wahrscheinlich, 
weil ja auch bei in offenstehendem GefiB, welches also die gesamte 
Strahlung empfangt, zu gewisser Zeit eine Verzégerung der Entwicklung 
festzustellen ist. 

Eine zweite Frage, die ich nur kurz streifen méchte, ist die, ob 
durch Jod die Entwicklung des Laichs geférdert wird. Beziiglich des 
Stoffwechsels des Kaninchens habe ich aus meinen Versuchen ge- 
schlossen, daB durch Jod, welches aus Jodalkali durch Bestrahlung 
in Freiheit gesetzt wird, ahnliche Wirkungen erzielt werden wie bei 
einer Hyperfunktion der Schilddriise. Auf die Entwicklung der Kaul- 
quappen wirkt nach meinen Versuchen durch Strahlung freigesetztes 
Jod nicht in gleicher Weise wie Schilddriisenstoffe ein. Wurde 
Temporarialaich in Jodkalilésungen gesetzt und teils im Dunkeln, 
tells im Hellen gehalten, so zeigte sich nach den Angaben der 


Tabelle XII. 


Temporarialaich in offener Schale in 100 cem Wasser am hellen Tageslicht 
(Anfang 25. Marz 1926). 





+ 5cem 5proz. JK-Lésung + 2ccm S5proz. JK-Lésung Ohne Zusatz 


Im Licht Im Licht Im Licht 

29.111. deutlich schlechter schlechter wenig schlechter als 

2. IV. bedeutend schlechter x is a . 

15. TV. Quappen kleiner Quappen kleiner kaum Untersch. gegen 
Dunkelkontrolle 

22. IV. sehlechtere Entwick- schlechtere Entwick- Kein Unterschied 

lung, kleiner lu 
als Dunkelkontrolle als Dunkelkontrolle 


Tabelle XII, freilich ohne Beriicksichtigung des py — es wurden 
rein wasserige Lisungen verwendet —, daB nicht nur keine Be- 
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schleunigung der Entwicklung gegeniiber den in einfachem Wasser 
gehaltenen Tieren eintrat, sondern daB besonders bei starkeren 
JK-Konzentrationen die Entwicklung sogar gehemmt wurde und 
daB diese Hemmung sich auch am Ende des Versuchs nicht ausglich 
wie es bei den Kontrollproben ohne Zusatz beobachtet wurde. Die 
Hemmung betrifft also nicht nur die Entwicklung der Quappen aus 
dem Laich, sondern auch die Weiterentwicklung der jungen Larven 
Es ist demnach also nicht das Jod, welches fiir die der Schilddriisen- 
substanz zugeschriebene Entwicklungsbeschleunigung der Temporarien 
verantwortlich ist. 
Literatur. 
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Untersuchungen iiber Cytolyse beim Krebs. I. 
Von 
N. Waterman und L. de Kromme. 
(Aus dem Laboratorium des Anthoni van Leeuwenhoekhuis, Amsterdam.) 


(Eingegangen am 27. Dezember 1926.) 


Einleitung, 


Im scharfen Gegensatz zu der modernen, vorwiegend atiologischen 
Krebsforschung steht das Studium und vor allem auch die Erkenntnis 
der allgemeinen Vorrichtungen im Koérper, die die Entwicklung eines 
malignen Tumors entweder férdern oder derselben vorbeugen. 

Durch die atiologische Forschung sind wenigstens einige prizise 
Daten ans Tageslicht geférdert worden, wenn wir auch deren Bedeutung 
und Auswirkung noch nicht zu tibersehen vermégen. Die Carcinom- 
genese durch Teerpinselung ist eine Tatsache, wenn auch der Mechanis- 
mus unverstanden geblieben ist; dasselbe gilt fiir das Strahlencarcinom. 
So ist die Bedeutung des Sauerstoffmangels von Warburg dem Ver- 
standnis wesentlich nahergeriickt worden. 

Ganz anders ist es mit den Kérperreaktionen bestellt. Es besteht 
doch sogar Streit, ob tiberhaupt beim Krebs Abwehrvorrichtungen 
existieren; deren Existenz wird von verschiedenen Forschern aufs 
heftigste bestritten; der Begriff der Disposition wird wohl allgemein 
anerkannt, aber es fehlen genaue Daten, woraus diese zu beurteilen sei. 

Und doch wiirden aus der Erkenntnis dieser Disposition — eventuell 
Abwehr -- Begriffe zu gewinnen sein, die auch das Krebsproblem in 
atiologischer Hinsicht férdern kénnten. Wenn man ergriinden kénnte, 
auf welchem Terrain diese Disposition bzw. Abwehr zu suchen sei, 
welche Mechanismen bei diesem Schutz in Titigkeit gestellt wiirden, 
so kénnten daraus auch fiir die Atiologie und Pathogenese neue Erkennt- 
nisse gewonnen werden. 

Wenn wir z. B., auf unsere Untersuchungen vorausgreifend, der 
Meinung sind, daB die Prozesse von Zellzerfall (lysis) und Zellregenera- 
tion im normalen Kérper zentral regulierte Vorgiinge sind, zu denen 
unzweifelhaft mehrere lokale Faktoren hinzukommen, so konnte das 
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Wesen dieser Regulierung beim Krebs eine neue Beleuchtung erfahrey 
und die Atiologie mit Prozessen von Autolysis und Regeneration jn 
Verbindung gebracht werden. 


Wir miissen aber zu dem Gesagten sogleich eine Ausnahme machen 
und schon hier auf die von Freund und Kaminer einerseits und von 
Neuberg andererseits gefundenen fundamentalen Tatsachen aufmerksam 
machen. 

Die hierher gehérigen Faktoren stehen schon seit 1912 da: Krebs 
zellen werden von normalem Serum aufgelést, von Serumtumorkranken 
dagegen nicht lysiert, sogar gegen Lysis von normalem Serum und 
Extrakten geschiitzt. 

Diese Reaktion ist aber, auBer von Freund und Kaminer selbst, so 
wenig griindlich durchforscht, es manifestieren sich dabei iiberdies so viek 
und wichtige Nebenfaktoren, da8 eine Bearbeitung von Grund auf und in 
Verbindung mit den neuen Ergebnissen der experimentellen Krebsforschung 
ihre Berechtigung haben diirfte. Dazu kommt noch folgendes: Wahren« 
Neuberg die Erscheinungen als atypische Fermentprozesse gewertet und 
sie mit den Fragen der allgemeinen Enzymchemie in Beziehung gesetzt 
hat, ist die cytolytische Reaktion von Freund und Kaminer hauptsachlich 
als diagnostische Reaktion gewiirdigt worden, wozu sie unseres Erachtens 
nicht geeignet ist und auf welchem Gebiet ihre Bedeutung auch gar nicht 
liegt. Die Resultate in dieser Beziehung waren denn auch gar nicht er- 
munternd. Das ist auch nicht wunderzunehmen, denn die verschiedenen 
Tumorkranken sind untereinander so sehr verschieden, es kommen auber- 
dem, vor allem bei weiter fortgeschrittenen Fallen, so viele Tumorprodukte 
in die Blutbahn — von Effekten von Fieber und Bestrahlung noch nicht zu 
reden —, daB eine positive Lysis unter diesen Umstanden nicht verwundern 
kann. Hat es sich doch z. B. bei unseren Untersuchungen gezeigt, dai 
Punktionsfliissigkeiten von Tumorkranken, Tumorextrakte, immer lytische 
Faktoren enthalten. Auf der anderen Seite bestehen bei anderen Krank- 
heiten ebenfalls Zellzerfall, vielleicht auch lysishemmende Faktoren. 

Der SchluB muB leider lauten, daB die grundlegende Arbeit Freund 
und Kaminers durch die Betonung der diagnostischen Méglichkeit Schaden 
gelitten hat. AuBerdem haben Freund und Kaminer selbst ihre Unter- 
suchungen unter sehr speziellen Bedingungen und Fragestellungen fort- 
gefiihrt und sind zu Auffassungen gelangt, die, wenn auch médglicherweise 
richtig, sich doch sehr von unseren pathogenetischen Krebsauffassungen 
entfernen. 

Um die allgemeine Giiltigkeit der cytolytischen Vorgiinge beim 
Krebs besser in Verbindung mit der experimentellen Krebsforschung 
bringen zu kénnen, haben wir uns teilweise von der Klinik mit ihrer 
verwirrenden Mannigfaltigkeit emanzipiert. 

Die cytolytischen Vorgainge kénnen sehr gut auch und mehr gleich- 
maBig bei den verschiedenen Tiertumoren studiert werden. Zugleich 
sind die experimentellen Méglichkeiten viel gréBer. Wir verfiigen tiber 
die zahlreichen transplantablen Tumoren, auBerdem iiber das Teer- 
earcinom bei der Maus. 
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Wir haben nun die Absicht, die cytolytische Reaktion einer genauen 
Analyse zu unterwerfen. Dazu werden wir programmiaBig verfahren 
und den Stoff in mehrere Teile gliedern miissen 

Wir fangen mit Material und Technik an. 


I, Material und Technik. 


Die krebszellenlésende Kraft einer Fliissigkeit (Blutserum, Exsudat, 
Organextrakt) wird nach der von Freund und Kaminer schon angegebenen 
Zihlmethode bestimmt, d.h. in der Zahlkammer wird die Anzahl von 
Zellen in einer Suspension vor und nach der Einwirkung der betreffenden 
Fliissigkeit bestimmt. 

Die ganze Methode steht und fallt aber mit der Bereitung einer geeig- 
neten Suspension. Nicht nur da®8 die Tumorzellen in mdglichst vitalem 
Zustand verkehren sollen, keine Degenerationen (Verfettungen) auf- 
weisen usw., auch ihre Fahigkeit zur Suspensierung ist von ausschlag- 
gebender Bedeutung. Die Genauigkeit der Zéhlung ist, wie in dem nachsten 
Abschnitt auseinandergesetzt wird, hochgradig von der guten Verteilbarkeit 
abhangig. 

Es ist kein Wunder, daB auf diese Weise das gewéhnlich angebotene 
menschliche Material (Operation, Sektion) vielfach diesen Anforderungen 
nicht geniigt. Die besten Erfahrungen haben wir mit Mammacarcinomen, 
bisweilen auch mit Magen- und Rektumcarcinomen gehabt. Lymphdriisen- 
material zeigte sich nur in ganz wenigen Fillen geeignet. 

Wenn das Material gut ist, ist iibrigens die Bereitung der Suspension 
nicht schwer. In der von Freund und Kaminer angegebenen Weise wird 
der Tumor zerkleinert, durch Gaze filtriert und wiederholt in der Zentrifuge 
mit Freundscher Lésung (0,6proz. NaCl + lproz. saures, phosphorsaures 
Natron, py = 5,4) gewaschen. 

Die Zahl der Zellen und ihre Isolierung werden mikroskopisch fest- 
gestellt und gegebenenfalls geeignete Verdiinnungen gemacht. 

Wenn das Material gut ist, kann es mehrere Tage in steriler Lésung 
aufbewahrt werden. Das Verhaltnis zwischen Suspension und lytischer 
Fliissigkeit ist gewéhnlich 1: 10. 

Die absolute Zahl der Zellen ist innerhalb gewisser Grenzen fiir den 
Versuch ohne Bedeutung. 

Weil auch das experimentelle Teercarcinom in unsere Untersuchungen 
einbezogen wurde, war es erwiinscht, zu jeder Zeit iiber einen frischen Tumor 
ohne Nekrosen und mit geniigender Suspendierfahigkeit verfiigen zu kénnen. 
Das geeignete Zellmaterial fanden wir dazu in einem transplantablen 
Carcinom, das sogenanrite Twort Ca. vom Imp. C. I., ein langsam wachsender 
Tumor. Auch hier kann man 6fters Enttéuschungen erleben, insofern, als 
auch selbst junge Tumoren nekrotisch sind und wenig isolierbare Zellen 
enthalten. Beim Carcinom Nr. 63 und sogar beim Rattencarcinom machten 
wir keine guten Erfahrungen. Auch das eigentliche Teercarcinom ist 
meistens ungeeignet. 

Noch einiges iiber die Zellen. Sie sind meistens von beigemischten 
Lymphocyten leicht, schon durch ihre GréBe, zu unterscheiden. Blutzellen 
werden schon bei der Zentrifugierung leicht von den Tumorzellen getrennt. 

Die Suspension bleibt in der angegebenen Pufferfliissigkeit mehrere 
Tage haltbar. Die Zellen bleiben gut erkennbar; die Kernstrukturen bleiben 
sichtbar. Bisweilen konnten schéne mitotische Bilder beobachtet werden. 
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Aus den betreffenden Tabellen kann man denn auch mehrfach eine nicht 
unbedeutende prozentische Vermehrung herauslesen; bei gewissen jungen 
Tumoren in bisweilen fast unglaublichem Grade. 

In den meisten, vornehmlich ersten Versuchen wurde in Uberein. 
stimmung mit den Freund und Kaminerschen Versuchen Fluornatrium 
als Antisepticum hinzugefiigt. Bei sterilem Arbeiten aber, wie es cas 
experimentelle Material gestattet, ist die Zufiigung von Fluornatrium 
nicht unbedingt nétig. AuBerdem fiihrt die Substanz, weil sie hemmend 
auf alle Fermentationen wirkt, Komplikationen herbei. An einem Beispiel 
wird spéter die Bedeutung dieser fermenthemmenden Wirkung erlautert 
werden. 

Die Mischung: Fliissigkeit — Suspension wird in dickwandigen kleinen, 
mit sterilen Gummistépseln verschlossenen Eprouvetten mehrere Minuten 
mit Hilfe einer kleinen Glasperle geschiittelt. 

Die Mischung wird mit einer Glaspipette zur Zahlung in eine Biirker- 
sche Kammer gebracht. 


Rechtfertigung der angewandten Technik. 


Es erhebt sich unmittelbar die Frage, ob die angewandte Technik 
zuverlassig und vor allem empfindlich genug sei, um das lytische Phanomen, 
auch wenn es nur in geringerem Umfang auftritt, genau zahlenmaBig zu 
verfolgen. Es wird sich nimlich als unseres Erachtens sehr bedeutendes 
Ergebnis zeigen, daB die Lysis niemals 100proz. ist. Ob nun z. B. eine 
10proz. Lysis Bedeutung hat, wird ganz von der Empfindlichkeit der 
Methode abhangen. 

Die Methode ist darum auf Grund der Wahrscheinlichkeitsrechnung 
einer mathematischen Analyse unterworfen worden. 


II. Mathematische Analyse. 


Weil unsere SchluBfolgerungen sich auf Zahlungen in der Zahlkammer 
basieren, ist es notwendig, zuerst die Methodik dieser Zahlungen einer 
kritischen Priifung zu unterwerfen, zwecks Feststellung, ob diese nicht 
allzu groBen Ungenauigkeiten ausgesetzt ist, und innerhalb welcher Grenzen 
sie zuverlassig ist. 

Die erste Bedingung, welche man stellen muB, ist die einer gleich- 
mdpigen Verteilung, die von sehr vielen Umstanden: spezifischem und 
absolutem Gewicht der Zellen, Viskositét des Suspensionsmittels usw., 
beherrscht wird. 

Die zweite Bedingung ist, daB bei den verschiedenen Manipulationen 
(Aussaugen der Fliissigkeit, AusflieBen aus der Pipette und kapillare 
Fiillung der Zahikammer) eine regelmaBige Verteilung erhalten bleibt. 

Die dritte Bedingung ist, daB bei diesen Manipulationen die Kon- 
zentration der Zellen in der Zaihlkammer derjenigen in der Eprouvette, 
welcher der untersuchte Tropfen entnommen ist, gleich ist. 

An erster Stelle ist es notwendig, der verwandten Kapillarpipette 
Rechnung zu tragen. Perrin beschrieb den EinfluB, welcher von der Wand 
einer derartigen Pipette auf die gegenseitige Anziehung fester Teilchen un‘ 
infolgedessen auf deren Verklebung ausgeiibt wird; auBerdem soll man 
bedenken, da8 fiir das Aufsaugen eines Tropfens jedesmal eine neue Pipette 
zur Verwendung gelangt, so da8 fortwahrend mit Ausstrémungsdéffnungen 
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verschiedenen Kalibers gearbeitet wird. Auch diese Komplikation sollte 
in Rechnung gebracht werden miissen. 

Es ist einleuchtend, da8 fiir alle die beschriebenen mitwirkenden 
Faktoren keine allgemein giiltigen, einfachen mathematischen Formeln 
zu geben sind, 

Es ist darum auf Grund von empirisch erhaltenen Resultaten der 
Fehler berechnet worden und, unter Zuhilfenahme der Gesetze der Wahr- 
scheinlichkeitsrechnung, die Wahrscheinlichkeit, da8B der Fehler einer 
willkiirlichen Zaihlung innerhalb einer bestimmten Fehlergrenze liegt, 
bestimmt worden. 

Aus einem Diagramm der Zellverteilung in der Zahlkammer wiirden 
theoretisch ohne allzuviel Schwierigkeiten Fehler und Wahrscheinlichkeit 
berechnet werden kénnen. In diesem Falle umgeht man jedoch eben den 
EinfluB der Ungleichartigkeit der verschiedenen Pipetten, waihrend man 
weiter bedenken soll, da8 man nicht unterrichtet wird iiber die Verteilung 
der Zellen innerhalb jedes einzelnen Quadrants. Auf diese Weise wiirde 
eine viel kleinere Wahrscheinlichkeit gefunden werden. 

Die Lehre der Wahrscheinlichkeitsrechnung lehrt, daB zur Fehler- 
bestimmung werigstens zehn Wahrnehmungen ndétig sind; diese Zahl 
geniigt, vorausgesetzt, daB keine Auswahl stattfindet und die Wahr- 
nehmungen einander in willkiirlicher Reihe folgen. 

Es mu8 deshalb in der Weise vorgegangen werden, daf eine Zell- 
suspension bereitet wird, worin die Zellen so gut wie médglich verteilt werden. 
Hieraus wird mit einer willkiirlichen Pipette ein Tropfen in die Zahlkammer 
gebracht und diese Zellen gezihlt; diese Handlung (Suspendierung und 
Zahlung) wird zehnmal wiederholt. Das Kriterium, das an eine reine richtige 
Verteilung gestellt werden muB, ist dieses, daB in der Kammer kein einziges 
Kliimpchen wahrgenommen wird; ist diese Bedingung erfiillt, dann wird 
die Verteilung vom Zufall beherrscht, richtiger von demjenigen Komplex 
von Faktoren, die wir nicht zu beeinflussen vermégen. 


Das Resultat unserer Analyse vorwegnehmend, kann mitgeteilt 
werden, daB fiir eine Wahrnehmung der Fehler betrigt: 
bei einer Wahrscheinlichkeit . . . . . 0,5 4 Proz. 
0,9 1 
0,99 17 





Abweichung 


Abweichung quadratiert 


15 225 
- 16 256 
— | 

11 


Mittelwert: 452.0 
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Der Gaufsche mittlere Fehler ist: J [« «] aM. 
n 


u — \848 = 92, 
r 0,674.49 « 6,2. 
Berechnen wir jetzt die anderen Walhrscheinlichkeiten: 
l 
ule 
0,0769. 


Das PrazisionsmaB h 


1 1 
jieo6 8618 
Wenn man annimmt, da8 die Abweichungen dem normalen Fehler 
gesetz folgen, so ist die Wahrscheinlichkeit, da8 eine Abweichung héchsten- 
+ § betrigt, bei einem Priazisionsma8 hk 
a+d hd 
h ° 2 s ‘ . im 
P= - |e  (z— @F dz - 3. e dt P (hd), 
\x, \x 
a-—o 0 
oa 


» ° ° 
wenn #(2x) die Funktion = |e~* dt darstellt, welche numerisch ge- 
vi 


\x, 


0 

geben ist’). 
Also ist fiir eine Wahrscheinlichkeit 0,5 
? (x) ? (0,0769 . 3d) — 05, 

x — 0,0769.3 — 0,477, 
0,477 
0,0769 - 62, 
und fiir eine Wahrscheinlichkeit 0,9 bzw. 0,99 15,1 bzw. 23,8. Ist a, der 
mittlere Fehler einer Wahrnehmung, dann ist diese fiir das Mittel von 
n Wahrnelimungen s,. 


0 


My 


eo. =, hier n 10, also W OS «so sr Ff = WS 


n n 
W-09 ....F= 41, 


Ww a . 75,2, 
d.h. bzw. 4, 11, 17 Proz. 


Hil. Ergebnisse. 


Aus den Tabellen I bis IV geht in einer Anzahl von Fallen dic 
Richtigkeit des Grundprinzips hervor. Die Sera inkomplizierter Tumor- 
fille (d.h. wenn keine gréBeren Metastasierungen, Abszedierungen 
ausgiebigen Strahlungseffekte vorhanden sind) lésen, im Gegensatz 
zu Gesunden, Krebszellen nicht auf. Das gilt, was unseres Erachtens 
noch nie zuvor untersucht worden ist, ebenfalls fiir das Serum von 
Mausen mit Spontantumoren. Auch Tiere mit autochthonem, doch 


1) Czuber, Wahrscheinlichkeitsrechnung [. 
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experimentell entstandenem Carcinom haben ihre lytische Fahigkeit 


emgebiBt. 


An der geteerten Miusehaut kénnen wir den Verlust der Lysier- 
barkeit sehr genau verfolgen;: wir reservieren aber diése Untersuchungen 
fiir ein besonderes Kapitel. 


Bei Tumorkranken, die bestrahlt werden oder die Abszedierungen 
zeigen, kann ein betrachtliches lysierendes Vermégen anwesend sein 
Wir haben mehrmals Sera dieser Patienten, auch Punktionsfliissigkeiten 
untersucht; ohne Ausnahme lysieren sie. Das stimmt mit dem Ver- 
halten von Tumorautolysaten iiberein. Man sollte eigentlich erwarten, 
daB diese, den Angaben Freund und Kaminers iiber zellschiitzende 
Fahigkeit gemaB, den lytischen Faktor neutralisieren sollten. Das ist 
aber keineswegs der Fall. Einige Andeutungen von einer antilytischen 
Kraft besitzen wir nur in einigen wenigen Experimenten, wo gut ge- 
waschene Tumorzellensuspensionen wihrend 24 Stunden der Autolysis 
iiberlassen werden. Die abzentrifugierte Fliissigkeit zeigte hier in der 
Tat antilytisches Vermégen. Wahrscheinlich ist dieser Kérper nur 
in einem sehr beschriankten Stadium demonstrierbar. Er ist méglicher- 
weise identisch mit dem tumorimplantationsférdernden Stoff, der von 
Chambers und Scott beschrieben wurde. Indessen sind wir bis jetzt noch 
nicht tiber die Bedingungen seines Entstehens und seiner Stabilitat 
vollkommen orientiert. 


Auch bei Gesunden ist das lytische Vermégen offenbar ein sehr 
wechselndes. Aus der Tabelle | geht hervor, daB gesunde Leute im 
kriftigen Lebensalter mehr oder weniger lysieren. Die von Freund 
und Kaminer festgestellte Tatsache des Sinkens dieses lytischen Ver- 
mégens im Alter erscheint uns recht plausibel, konnte aber nicht 
konsequent von uns untersucht werden. 


Es ist ebenfalls wahrscheinlich, daB es auch bei Gesunden Schwan- 
kungen in dem Lysistiter gibt; wir haben z. B. vorzugsweise das Serum 
in niichternem Zustand entnommen. 


Beim Tiermaterial sind die Resultate viel einheitlichere. Indessen 
gibt es doch auch bei Mausen und Ratten individuelle Differenzen. 


Wie schon erwahnt, ist der lytische ProzeB niemals ganz vollstandig. 
Wir betrachten diese Tatsache als eine sehr wichtige. Ware die Lysis 
einfach die Folge einer chemischen Einwirkung, so kénnte man, bei 
geniigender Zeitdauer und geniigender Konzentration, eine 100proz. 
Lysis erwarten, sogar wenn man ab origine eine verschiedene Wider- 
standsfihigkeit der Tumorzellen anwendet. LaiBt man z. B. ein 
tryptisches Ferment auf eine solche Suspension einwirken, so sind 
innerhalb 24 Stunden alle Zellen aufgelést. 
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Diese unvollstandige Lysis ist dabei noch um so imponierender, wei! 
oft schon sofort nach dem Einsetzen des Versuchs eine mikroskopisch 
wahrnehmbare Lysis einsetzt. Die Zellen verlieren ihre scharfe Kontur 
bilden bisweilen eigentiimliche protoplasmatische Ausstiilpungen, und 
die Zellbestandteile werden weniger deutlich sichtbar. Es ist nicht 
einzusehen, da®B dieser ProzeB wegen Verbrauchs des lysierenden 
Faktors bald sein Ende finden wiirde. 


Erstens werden wahrend der Lysis Produkte gebildet, welche 
das lytische Prinzip neutralisieren. Diese Méglichkeit zerfallt sogar 
noch in zwei begrifflich zu trennende Auffassungen; es kénnten 
antagonistische Substanzen entstehen, die dem lytischen Prozeb clic 
Wage hielten, oder aber die entstandenen Substanzen kénnten den 
lytischen Faktor wirklich chemisch neutralisieren. Wir haben ziemlich 
viele Versuche angestellt, um die Existenz derartig schiitzender oder 
neutralisierender Faktoren nachzuweisen. Wir verfiigen aber nur iiber 
sehr wenige Versuche, wo diese Wirkung einigermaBen in die Augen 
springend ist. Die Versuche in dieser Beziehung werden fortgesetzt 


Zweitens gibt es noch eine andere mégliche Erklarung, die eben- 
falls vieles fiir sich hat; es bestehen schon von Anfang an individuelle 
Unterschiede zwischen den Zellen, welche von ihrem Alter, Stadium 
des mitotischen Prozesses, Stoffwechsel, abhingig sind. 


Diese Auffassung kann in Einklang gebracht werden mit allen 
bisherigen therapeutischen Erfahrungen beim Carcinom (Strahlen- 
behandlung, Chemotherapie), welche gezeigt haben, daB es bei den 
Tumorzellen bedeutende Empfindlichkeitsunterschiede in den Zellen 
gibt. Die Schule Regauds vertritt’ sogar die Meinung, daB nur im 
Stadium der Zellindifferenz die Tumorzellen strahlenempfindlich sind. 


Unsere Versuche wiirden dann so aufzufassen sein, daB die Zellen 
nur in bestimmten Lebensabschnitten fiir den lysierenden Faktor 
sensibilisiert sind. 

Wir haben Versuche angestellt, um zwischen beiden Méglichkeiten 
zu entscheiden. 

Tumorsuspensionen wurden der Lysis unterworfen; die Lysis 
quantitativ bestimmt, die tibriggebliebenen Zellen durch Zentrifugieren 
von der Fliissigkeit getrennt und aufs neue der Lysis ausgesetzt. 


Es wird gefunden, daB in der zweiten Lysisprobe auch wiederum 
nur ein Teil der Zellen lysiert wird. Man kann den Versuch zum dritten 
Male wiederholen: wieder ein Prozentsatz wird lysiert. 


Es ergibt sich deshalb (weil hier der Einflu8 autolytischer Produkte 
fortfillt), daB bei dieser fraktionierten Lysis Resistenzunterschiede 
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zwischen den Tumorzellen zutage treten (sei es, dab diese schon ab 
origine vorhanden, oder jetzt erworben sind) die, in Analogie auch mit 
dem, was von den roten Blutzellen bekannt ist, auf ihrem verschiedenen 
Alter bzw. Entwicklungsstadium beruhen diirften. 


Unsere Versuche gestatten noch keine sichere Entscheidung. 


Interessant in dieser Beziehung und ausschlaggebend ist der 
EinfluB von Stoffen, die als Antiseptica von Freund und Kaminer 
dem Versuch hinzugesetzt werden. Von uns wurde namlich im gréBten 
Teile unserer Untersuchungen das Fluornatrium (1 Proz.) verwendet. 
Es zeigte sich nun, daB in den blinden Kontrollversuchen, wo keine 
oder nur unbedeutende Vermehrung der Tumorzellen stattfand, das 
Fluornatrium ziemlich indifferent war. Zeigte sich aber (z. B. wenn 
die Suspension aus Zellen ganz junger Tumoren bestand) eine lebhafte 
Vermehrung, so war auch das Fluornatrium stark wirksam. Man 
kénnte schon aus diesen Versuchen einen eigentiimlichen Konnex 
zwischen Fermentationen, die von Fluornatrium gehemmt werden, und 
Zellteilung ableiten. 


IV. Quantitative Verhiltnisse. 


Der Grundversuch Freund und Kaminers besagt, dab die lysierende 
Fliissigkeit, einmal mit indifferenter Fliissigkeit verdiinnt, auch noch 


wirksam ist, daB jedoch lytisches Serum, wenn mit nichtlésendem 
(schiitzendem) Ca-Serum vermischt, in seiner Wirksamkeit neutralisiert 
wird (Schutzreaktion). 

Wir haben dieser Frage besonderes Interesse gewidmet, sowohl! beim 
menschlichen als auch beim experimentellen Material. Es sei sogleich 
gesagt, daB sich beim menschlichen Tumorserum keine sichere Neu- 
tralisation hat nachweisen lassen. Die Frage erinnert mannigfach an 
die im vorigen Kapitel behandelte Schwierigkeit bei der unvoll- 
kommenen Lysierung. 

Es wurden mit sicher nicht lysierendem, menschlichem Tumor- 
serum Verdiinnungsversuche angesetzt, wenn eine groBe Menge lvy- 
sierendes Material (vorzugsweise Atherextrakte aus Serum, Embryonen, 
Tumorautolysat nach Bestrahlung) vorhanden war. Die beiden Kom- 
ponenten wurden in verschiedenen Verhaltnissen miteinander vermischt 
und die resultierende Lysis bestimmt. Die Tabelle V gibt das Resultat 
solcher Versuche. Es zeigte sich, daB, wenn auch eine zweifelhafte 
Neutralisation besteht, der Schutz sich doch vom lytischen Faktor 
iiberneutralisieren laBt. Jedenfalls lassen diese Versuche den Schlub 
zu, daB bei therapeutischen Bestrebungen der Widerstand des tumordésen 
Materials sich beheben lassen kénnte. Der Wichtigkeit der Frage wegen 
haben wir sie nochmals am experimentellen Material studiert. 
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V. 

Die atiologische Forschung hat uns im Teercarcinom der weilen 
Maus ein ziemlich leicht zu beschaffendes experimentelles Materia! 
gegeben, wo man das Entstehen eines unzweifelhaften Carcinoms von 
Etappe zu Etappe leicht verfolgen kann. Es erhebt sich dann gleich 
die Frage, wie es mit den lytischen und antilytischen Faktoren in den 
geteerten Hiauten und schlieBlich in den carcinomatésen Hauten 
bestellt ist. Schon friiher haben Freund und Kaminer bei diesem 
experimentellen Material ihre Reaktion studiert; leider haben sie clic 
Haut von Ratten benutzt, bei denen, wie die Forschung ergeben hat, 
die Erzeugung eines Carcinoms durch Teerpinselung nur ausnahms. 
weise gelingt, im Gegensatz zu der Maus. Wohl ist die Rattenhaut im 
allgemeinen starker lytisch wirksam als die Mausehaut (was vielleicht 
eben mit dieser Disposition im Zusammenhang steht) und deshalb. 
auch wegen ihrer GréBe, besser zum cytolytischen Versuch geeignet 
Wir haben uns deshalb entschlessen, die Veranderungen der lytischen 
Faktoren an der Miusehaut zu studieren und haben nur komplettierungs. 
weise auch Rattenextrakte benutzt. 


Herstellung der Extrakte. 


Die kahle bzw. rasierte Haut wird unter Verwerfung carcinomatiser 
und papillomatéser Stellen im Mérser zerrieben, mit physiologischer Na(!- 
Lésung verdiinnt, danach scharf zentrifugiert und schlieBlich durch Kreuz- 
nach-Keimfilter filtriert. Man bekommt dabei eine klare, gelbliche, sterile 
Fliissigkeit. 

Es gelingt auch ziemlich leicht, Atherextrakte einer derartigen Haut 
darzustellen: Die zerriebene Menge wird mehriach mit Ather erschépft; 
der Ather abgediinstet und das Residum in Kochsalzlésung aufgeschwemmt ; 
die Fette durch kraftiges Zentrifugieren abgetrennt. 

Untersucht man nun derartige Hautextrakte in verschiedenen Stadien 
der Teerpinselung, dann zeigt sich folgendes: Normale Mausehaute haben 
ein recht wechselndes lytisches Vermégen, wie Tabelle IT angibt. Es kommt 
sogar ab und zu ein Fall vor, wo das lytische Vermégen fehlt, ohne dai 
dafiir eine bekannte Ursache arzugeben wire. Jedenfalls spricht diese: 
Befund fiir die Annahme einer biochemischen Disposition, wie es Freund 
und Kaminer gewollt haben, und wie sié nur eigentlich vor dem Erscheinen 
eines ‘Tumors studiert werden kann und soll. 


Bei Rattenhautextrakten ist der Befund viel gleichmabiger 
Auch mit diesem Extrakt werden die deutlichsten lytischen Figuren 
beobachtet. Auch ist der lytische Prozentsatz bei Rattenhautextrakten 
und Rattenserum im Mittel héher als bei der Maus. Wir betrachten 
den lytischen Titer als den biochemischen Komponenten der Krebs. 
immunitat. 

Sehen wir jetzt, wie dieser Faktor sich unter EinfluB der Teer- 
pinselungen indert! Wie bekannt, treten bei regelmaBiger Pinselung 
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nach wenigstens 20maliger Behandlung die ersten Erscheinungen der 
Hautanderung ein (hypertrophisches-papillomatéses Stadium). 


Erst nach langdauernder Fortsetzung der Teerpinselung offenbart 
sich in kiirzerer oder laingerer Zeit das Carcinom. Im folgenden geben 
wir nun getrennt die Resultate der Lysis im pracarcinésen und im 
carcinésen Stadium. Bei der Extrahierung sind die eigentlichen 
pathologischen Stellen. um Komplikationen zu vermeiden, sorgfiltig 
abgetrennt worden. 


Wie man sieht, ist im carcinésen Stadium die Lysis regelmiBig 
aufgehoben, im pracarcinésen Stadium sind die Resultate sehr variabel. 
Wahrend sich wohl im allgemeinen eine Herabsetzung der lytischen 
Fahigkeit im Vergleich zu den normalen Werten zeigt (Tabelle V1), 
ist die Zahl der Versuche noch nicht groB genug, um eine direkte Be- 
ziehung zwischen Zahl der Pinselungen und Abnahme der lytischen 
Fahigkeit festzustellen. Obwohl also wohl sicher Teerpinselung diesen 
Faktor vernichtet, verstehen wir nicht recht die Resultate Freund und 
Kaminers, die bei Ratten schon nach wenigen Pinselungen Abnahme 
der lytischen Fiahigkeit konstatieren, obwohl die Tiere nicht zur 
Carcinomentwicklung neigen. 

Wir haben nun weiter untersucht, wie die Lysis verlauft, wenn 
durch Teerpinselung inaktivierte Hautextrakte mit lytischer Flissig- 
keit in bestimmten Verhaltnissen vermischt werden. 

Die Tabelle V zeigt, daB auch beim experimentellen Carcinom 
nur in den wenigsten Fallen von einer eigentlichen Schutzreaktion die 
Rede ist; nur in drei Fallen: 92, 93 und 94, kann von einer Uber- 
neutralisierung gesprochen werden; in allen anderen ist die Cytolysis 
so verringert, als ob die lysierende Fliissigkeit mit indifferenter Fliissig- 
keit vermischt wire. Jedenfalls besteht keine RegelmaBigkeit. Es 
geben also auch die experimentellen Untersuchungen keine sichere 
Entscheidung fiir die Annahme einer besonderen schiitzenden Substanz. 
Durch die nachfolgenden Bestrahlungsversuche wird vielleicht eine 
Erklarung des eigentlichen Wesens der Lysierungsméglichkeit an- 
gebahnt. ' 

Wir stellen also fest, daB, in Bestatigung der Freund und Kaminer- 
schen Angaben, nach Teerpinselung die normale lytische Fahigkeit 
der Haut aufgehoben wird, wobei aber keine einfache Beziehung 
zwischen Anzahl der Pinselungen und Verlust dieser Fahigkeit besteht. 
Immer aber ist, wenn einmal das cancerése Stadium erreicht ist, die 
Lysis vollstindig aufgehoben. Schiitzende Eigenschaften wurden 
aber nicht mit Sicherheit demonstriert. Das Bestehen solcher wird 
aber nicht geleugnet; in unseren Versuchen ist aber der Beweis nicht 
erbracht worden. 
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Wir gehen jetzt zu einem anderen Teile unserer Untersuchungen iibe: 
die an unserem Material die Frage beantworten sollen, wie lytische und 
antilytische Fihigkeiten sich unter EinfluB von Strahlungen verhalte: 
Man sieht zugleich die Wichtigkeit fiir die Therapie ein, weil gerade 
fiir aas Hautcarcinom die heilende Wirkung der Strahlen auBer Frage 
steht. Wir werden aber hier die Frage nur vom biochemischen Gesichts 
punkt behandeln und klinische und therapeutische Gesichtspunkte 
auBer acht lassen, weil diese mehr in einer klinischen Zeitschrift zu 


Hause sind. 


Technisches. 


Wir haben uns, weil leichter energetisch meBbar, hauptsachlich dem 
Studium der Réntgenstrahlen zugewandt. 

Die Strahlen wurden nicht filtriert, um einen méglichst breiten Angriffs- 
punkt zu haben; die bei der Strahlung entstehende Warme, die nicht un- 
betraéchtlich sein kann, wurde ebenfalls nicht eliminiert, weil dieser Faktor 
bei der klinischen Bestrahlung auch mit einbezogen wird. 

Die Réntgenstrahlen wurden bei einer Energie von 180 kV, 2 Milliamp., 
erzeugt. 

Man kénnte nun wahlen zwischen Bestrahlung des ganzen Versuchs- 
tieres und der Haut allein oder sogar des Hautextrakts, wie er schon friiher 
bei den Teerpinselungen bereitet worden war. 

Aber bei der Totalbestrahlung wird ein sehr kompliziertes System, 
wo man die Effekte nicht genau analysieren kann, der Strahlenwirkung 
ausgesetzt (vitale Reaktionen), bei der Bestrahlung der ganzen Haut ent- 
stehen technische Schwierigkeiten fiir die spaitere Extraktion. Darum 
haben wir, vornehmlich der iibersichtlichen Verhaltnisse wegen, Be- 
strahlung in vitro angewandt. 

Ein Extrakt verschiedener normaler praécarcinomatéser und carcino- 
matéser Haute wird in mehreren dickwandigen kleinen Eprouvetten gleich- 
méBig verteilt und kontinuierlich der Wirkung der Réntgenstrahlen aus- 
gesetzt. Nach bestimmten Intervallen wird jeweils eine Eprouvette heratis- 
genommen und in den Eisschrank gestellt. Wenn der Versuch, der bis 
za 8 Stunden Bestrahlung durchgefiihrt wurde, beendet war, wurde eine 
Twortzellensuspension hergestellt und die lytische Kraft bestimmt. 

Die Tabellen VII bis IX geben eine Ubersicht dieser relativ sehr zahl- 
reichen Versuche. 


Es zeigt sich nun das interessante Ergebnis, dab: 


1. Bei normalen Extrakten die Wirkung der Réntgenstrahlen 
nicht kontinuierlich in eine Richtung geht, sondern daB im Gegentei! 
das Resultat sehr diskontinuierlich ist. Nach relativ kiirzerer Be- 
strahlung (z. B. 1 Stunde der angegebenen Energiemenge) zeigt sich 
eine Schwiachung der Lysis, die nach weiterer Bestrahlung aber in 
eine Verstarkung (Aktivierung) umschligt, um spater wiederum einer 
Schwichung Platz zu machen. Ofter wird das Maximum der lytischen 
Fahigkeit in der fiinften bis sechsten Stunde erreicht. 
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2. Umgekehrt steht es mit den Extrakten der pracancerésen und 
carcinomatésen Hiuten, wo die lytische Fahigkeit verschwunden ist. 
Hier zeigt sich nimlich eine bedeutende Reaktivierung, die aber eben- 
sowenig kontinuierlich ist wie bei den normalen Extrakten. 


Wir betrachten dieses Resultat als eines unserer bedeutendsten. 
Es hat den Anschein, als ob durch Einfiihrung bestimmter Energie- 
quanten ein aktiver K6érper in einen inaktiven Korper iibergehen 
kénnte und umgekehrt. Der Ausdruck ,,Quanten“ ist hier vielleicht 
irrefiihrend, denn wir haben bis jetzt keinerlei Anhaltspunkte in unseren 
Versuchen fiir die Annahme eines mathematischen faBbaren Konnex 
ewischen bestimmenden Energiequanten oder deren Multipla und 
\ytischem Faktor. 


Wir beabsichtigen im vorliegenden Teile unserer Untersuchungen 
keine nahere chemische Definierung der bei der Lysis wirksamen Kriifte, 
aber so viel kann doch gesagt werden, daB im Lichte der modernen 
Forschung es gar nicht unmdéglich ware, daB inaktive Stoffe durch 
Bestrahlung in aktive Form iibergehen und umgekehrt. Nimmt man 
:. B. den von Freund und Kaminer als chemische Basis ihrer Ergebnisse 
dargestellten Strukturunterschied zwischen Bernsteinsiure und Fumar- 
siure einerseits, Fumarsiure und Maleinsdure andererseits, so ware 
ein reversibler Ubergang von Kérpern derartiger Zusammensetzung 
ineinander unter LichteinfluB gar nichts Undenkbares; die Bernstein- 
siure ist doch eines der bekanntesten Stoffwechselprodukte und fungiert 
sehr leicht als Wasserstoffspender im Sinne Wielands. 


Uber die therapeutischen Konsequenzen dieser Versuche werden 
wir uns hier nicht duBern; sie liegen iibrigens ziemlich offen zu- 
tage. 

Das gilt um so mehr, weil die beschriebene Réntgenempfindlichkeit 
nicht nur eine Eigenschaft der erwihnten Hautextrakte, sondern 
allgemein giiltig ist, auch fiir das Serum. Dadurch wird mehr als bisher 
die Aufmerksamkeit auf die Bedeutung der indirekten und nicht 
direkten zellularen Einwirkung der Strahlen gelenkt. 


Es hat den Anschein, als ob wir in dem cytolytischen Versuch ein 
empfindliches Reagens hiatten, das diese Anderungen augenfilliger 
zeigt, als dieses mit chemischen oder physikalisch-chemischen Methoden 
gelingt: Es entspricht iibrigens wohl den modernen Auffassungen, die 
im Studium der photochemischen Reaktionen ein weites Arbeitsfeld 
erblicken. 

Vi. 

Es ist wohlbekannt, daB man nicht lange nach der Entdeckung 
der Réntgenstrahlen ihren EinfluB auf Fermentationen untersucht 
2 
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hat. Ebenso bekannt ist, daB diese fragliche Wirkung eigentlich jie 
iiber eine Kontroverse hinausgekommen ist. 


Unsere Erfahrungen aber in bezug auf die Diskontinuitaét der 
Strahlenwirkung gaben uns eine Veranlassung, aufs neue unsere Auf 
merksamkeit diesem Problem zuzuwenden. 


Wir haben darum eine Reihe von Versuchen an einem relatiy 
einfachen Fermentsystem gemacht, nimlich an der lipatischen Tri. 
butyrinspaltung in der stalagmometrischen Versuchsanordnung nach 
Michaelis und Rona. Als Lipase wurde das Pankreaspriparat nach 
Rosenheim benutzt. Es war urspriinglich die Absicht, vollkommen 
reine Pankreaslipase nach Willstdtter zu benutzen, weil eigentlich nur 
unter diesen Umstinden von einer Fermentbeeinflussung gesprochen 
werden kénnte. 


In allen anderen Fallen bleibt es vollkommen unklar, ob die ge- 
fundene Einwirkung das eigentliche Ferment oder den beigemischten 
K6rper betrifft. Es ist das unseres Erachtens auch der Fall mit den von 
Rona beschriebenen Einwirkungen von Atoxyl, Chinin und Fluor. 
natrium (die wir nicht vollstandig haben bestatigen kénnen). 

Bis jetzt ist uns aber eine Reindarstellung nach Willstdtter nicht 
gelungen, und darum beziehen sich unsere vorlaiufigen Versuche auf 


das Rosenheimsche Priiparat. 


Aus den beigefiigten Tabellen (XII) einiger solcher Versuche mit 
Hautextrakten sieht man nun in der Tat eigentiimliche Aktivitats- 
schwankungen im Zeitverlauf des esterifizierenden Vorgangs. Nach 
einer Periode erniedrigter Geschwindigkeit sieht man nach einer Réntgen- 
bestrahlung von 4 bis 6 Stunden wiederum eine Beschleunigung, die 
nach ungefihr achtstiindiger Bestrahlung wiederum einer Erniedrigung 
Platz macht. 


Merkwiirdigerweise koinzidieren diese eigentiimlichen Schwan- 
kungen dieses Verlaufs im groBen und ganzen mit den Ergebnissen 
des cytolytischen Versuchs. Es hat eben den Anschein, daB dieser 
eytolytische Versuch eine empfindliche Reaktion auf fermentative 
Aktivitatsschwankungen wire, empfindlicher als jede chemusche 
Reaktion. Es sind aber nicht geniigende Griinde da, um auf eine Identitat 
zwischen cytolytischer Reaktion und FermentprozeB zu schlieBen, und 
wenn noch daran gedacht werden kénnte, steht die Art des Ferments 
nicht fest ; die Tributyrinspaltung ist nur als leicht verfolgbare Ferment. 
wirkung gewahlt worden. 

In der nachsten Mitteilung hoffen wir auf die chemische Natur 
des untersuchten lytischen Faktors und auf das Wesen der cytolytischen 
Prozesse niher eingehen zu kénnen. 
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Zusammenfassung. 


Nach einer allgemeinen Einleitung werden Untersuchungen iiber 
die cytolytische Krebszellenreaktion mitgeteilt. 

Der lytische Grundversuch von Freund und Kaminer sowie N euberg 
wird bestatigt; die Ursache davon wird vor allem im Entstehen 
schiitzender Substanzen, wie auch in der individuell wechselnden 
Empfindlichkeit und dem Gebundensein dieser Empfindlichkeit an 
gewisse Stadien der Tumorzellentwicklung gesucht. Eine sichere Ent- 
scheidung ist noch nicht méglich. Im Zusammenhang hiermit bleibt die 
Beurteilung der Freund und Kaminerschen Angaben betreffs einer 
spezifischen Schutzsubstanz in unseren Versuchen noch offen, vor allem 
auch, weil die Strahlenexperimente auf eine mégliche Umwandlung von 
lytischem Stoff in unwirksame Substanz hinweisen. 

Die Frage ist namlich auch beim experimentellen Carcinom gepriift 
worden. Teerpinselung unterworfene Tierhdute zeigen in der Tat 
Verringerung ihres lytischen Vermégens; Haute im carcinomatésen 
Stadium lassen die lytische Fahigkeit vollkommen vermissen. 

Auch im Tierversuch ist eine vollkommene Analyse des Versuchs 
und Feststellen einer bestimmten schiitzenden Substanz nicht ge- 
lungen. Ergebnisse, die in diese Richtung hinweisen kénnten, sind 
auch einer anderen Deutung zugianglich. 

Der EinfluB von Strahlen auf den lytischen Faktor ist evident; 
auch in Versuchen in vitro. Im allgemeinen zeigt sich, daB die Wirkung 
der Strahlen diskontinuierlich ist, insoweit, als die Lysis im zeitlichen 
Verlauf der Strahlung zuerst abschwacht, dann bedeutend verstirkt, 
schlieBlich wieder herabgesetzt wird. In Gegensatz dazu wird durch 
Teerpinselung inaktivierter Hautextrakt unter EinfluB von Be- 
strahlung wieder lytisch wirksam. Die Bedeutung dieses Phinomens 
fiir die Therapie liegt auf der Hand. 

Es bestehen Analogien zwischen diesem ProzeB der Aktivierung 
und Inaktivierung und der Beeinflussung einer Fermentwirkung. 
Vielleicht kénnen diese Versuche die Kontroverse tiber Méglichkeit 
von Beeinflussurg von Fermenten durch Bestrahlung beheben, indem 
auf das wechselnde Resultat bei verschiedener Zufuhr von Energie- 
quanten die Aufmerksamkeit gelenkt wird. 

Es werden neue Versuche in Aussicht gestellt. 


Literatur. 


EB. Freund und Kaminer, Biochemische Grundlagen der Carcinom- 
disposition, Springer 1925. — P. Rona und Pavlovié, diese Zeitschr. 180, 
225, 1922, H.1/4; P. Rona und Takata, ebendaselbst 134, 108, 1922, 
H. 1/4. — H.Chambers und Scott, Brit. Journ. of exper. Pathology 4/5, 
1923/24. C. Neuberg, diese Zeitschr. 26, 344, 1910. 
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Tabelle I. Der lytische Grundversuch. 





Prozent. Abnahme der Ca.Zellen Lytisches 
_———_ /erméger 
im Versuch in der Kontrolle Proz 


Material 


58 


43 


Normales Mauseserum 








| Serum von Maus mit | 
Spontancarcinom =| 


Normales Rattenserum 


Normales 
Menschenserum 








Tabelle II. Lytisches Vermégen normaler Mausehaute. 





Prozent. Abnahme der Ca»Zellen  Abnahme in relativen Zahlen Lytisches 
Vermégen 


im Versuch /|inderKontrolle im Versuch _ in der Kontrolle Proz 





59 207— 85 213—203 54 
45 224—-124 161—149 37 
12 204—179 1S8—187 12 
193—162 188—187 
34 p 152—101 133—130 32 
76— 73 8o— 388 3 
300—264 280—274 
256—225 279—312 24 
154—156 151—165 8 
264—232 321—206 24 
266—134 136—107 
321—204 239-—243 38 
215—199 128—145 20 


Mittel : 
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Tabelle III. 
Lytisches Vermégen carcinomatéser Mausehaute. 





Prozent. Abnahme der Ca.+Zellen Abnahme in relativen Zahlen Lytisches 
oe naiiamiesiaiinin ——— Vermégen 


im Versuch in der Kontrolle im Versuch in der Kontrolle Proz. 





6 193—204 213—203 —1ll 
2 ‘ 219—223 213—203 _ 
186—182 161—149 
186—191 188—187 


Mittel: — 7 


Der Extrakt ist aus der ganzen Haut, mit Ausnahme der pathologischen 


Stellen, hergestellt. 
Tabelle IV. 


Menschliches Material. 





Prozent. Abnahme der Ca.-Zellen _Lytisches 
Material —— — Vermédgen 
im Versuch in der Kontrolle Proz. 





Unkomplizierte Fille, 
Serum Ca.-Mammae — —- 46 
Serum Ca.-Faciei 
Serum Lupus-Ca. 2 —12 
Serum Ca.-Oesoph. 
Serum Ca.-Laryngis 18 
— 32 


Mittel: —85 


Sera und Punktionsfliissigkeiten bei Patienten mit starker Metastasierung, 
Réntgeneinwirkung, Fieber, Abszessen. 





Prozent. Abnahme der Ca»Zellen | Lytisches 
Material ————————— Vermogen 
im Versuch in der Kontrolle | Proz. 


Norm. Serum; Metastasierung 
(Pb-Einspritzung) 37 


Dasselbe 
Starke Tumoreinschmelzung 
nach Bestrahlung 
Serum von Ca.-Mammae; ein- 
getretene Pneumonie 
Ca.-Oris; unter Radiumeinwir- 
kung entstandene Punktions- 
fliissigkeit 
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Tabelle V. 


Neutralisations- und Schutzversuch '). 





Prozent. Abnahbme der Ca.-Zellen Lytische 
————$______— ——— Verméger 
Lysierende Fliissige im Schutz. 
keit, normale Haut versuch 

oder Serum Proz 


Mischunyszahl Beuimeeun 


Flissigkeit 


l 54 
Normale Haut + Ca.-Haut 1:1 
Normales Serum + Teerhaut | : 2 
Normale Haut + je 1:1 
Normales Serum + “ 

9 - + - 1: 


Normale Haut + 


l 
. 2 oe a E 
l 


Normales Serum +- * 


Normales Serum (Mensch) 
Serum Ca.-Mammae 
Norm. Serum + Ca.-Serum 3:1 

Dasselbe 1:3 


Atherextrakt von Kalbserum 
+ Freunds Fiiissigkeit 3:1 
Dasselbe 2:2 
‘ 1:3 


Atherextrakt von Embryonen 
Dasselbe, verdiinnt mit Freunds 
Fliissigkeit 1:1 
Carcinomserum 
Atherextrakt von Kalbserum 
Extrakt + Serum 3:1 

Dasselbe 1:3 


Unter Radiumeinflu8 erweichter 
Tumor (Fliissigkeit) 
Carcinomatéses Serum 
Lytische Fliissigkeit 
+ Ca,-Serum 3:1 18 
4 Dasselbe 1:3 - 45 


1) In diesen Zahlen sind der Raumersparnis wegen die Kontroll- 
zahlen bereits verarbeitet worden. 





Tb- 


Cytolyse bei Krebs. I. 


Tabelle VI. 


Beziehung zwischen Zahl der Pinselungen und lytischem Vermdgen der 
geteerten Miausehiaute. 





Prozent. Abnahme der Ca.Zellen Abnahme in relativen Zahlen , Lytisches 
Saeed Ba OD oe - Zab! der Vermégen 
Pinselungen at 


im Versuch in derKontrolle im Versuch | i.d. Kontrolle 
16 3 95— 80 133—130 i4 

3 2 180—175 280—274 { l 

— 12 j 305—342 321—206 48 
119—12] 148—132 —13 

180—103 136—107 22 

174—106 122— 97 : 19 

161—124 140—135 19 

165—108 140—135 é 31 

208—232 239—243 —10 

303— 198 106—113 42 

102—114 9— 90 —12 

282—259 128—145 21 


Mittel: 7 


Tabelle VII. 


Einflu8 der Réntgenbestrahlung verschiedener Zeitdauer auf das cytolytische 
Vermégen von normalen Hauten (Maus). 





I Prozentische Ab h Abnahme in relativen 

| Bestrablungs- der CasZellen Zahlen 4 _|| Lytisches 
dever im in der im in der | Vermégen 
Stunden Versuch Kontrolle Versuch Kontrolle | 





Proz. 
0 76— 73 89— 88 3 
4', 91— 59 89— 88 34 


256—225 279—312 24 


244—-125 279—312 


154—156 151—165 10 
139—128 151—165 l 


266—134 136—107 29 
194— 86 136—107 35 
239— 91 136—107 41 

95—105 
-108 -§ 1l01—106 = 140-135 4 
102— 62 102— 76 l4 
9— 59 102— 76 13 


46— 37 102— 76 a) 
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Tabelle VIII. 
EinfluB der Réntgenstrahlen auf die lytische Wirksamkeit von Rattenhaut 





Prozentische Abnahme 


Bestrahlungs- |_—=—4e_ Ca.Zellen 
uer 


im in der 
Stunden 


Versuch Kontrolle 


0 —% 

—% 

—% 

46- 47 —20 


110-112 


ho bo bo bo bo be 


| 
oe oe 


| | | 
_— — 
ow w 


=} =} «) 


Tavelle IX. 


Abnahme in relativen 
Zablen 


im 
Versuch 


156—144 
144—119 
116— 88 


113—103 
146—118 


162—111 
153— 88 
97— 91 


208—232 
264—179 
308—217 
338—196 
246—166 
333—164 
282—259 
253—262 
307—279 


~ 280—194 


193— 80 


303—198 
301—167 
242206 


in der 
Kontrolle 


147—183 
147—183 
147—183 


125—150 
125—150 


140—136 
140—136 
140—136 


239—243 
239—243 
239—243 
239—243 
239—243 
239—243 


128—145 
128—145 
128—145 
128—145 
128—145 


106—113 
106—113 
106—113 


Lytisch es 
Vermogen 


Proz 


32 
41 
48 


29 


' 
EinfluB von Réntgenstrahlen auf Hautextrakte von normalen Ratten. 
Bereitung: 1 g Haut auf 1 ccm physiologischer NaCl-Lésung. 





tische Abnah 


der Ca.Zellen 


in der 
Kontrolle 





| Pr 


| Bestrahlungs- 
Nr. dauer 


im 
Stunden Versuch 


143-151 


Abnahme in relativen 


cs 


ahlen 





im 
Versuch 


227—139 
193—154 
182—126 
104—108 


115— 70 


in der 
Kontrolle 


165—160 
165—160 
165—160 
165—160 
165—160 


Lytisches 
Vermogen 


Proz 
36 
17 


28 
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Tabelle X. 


EinfluB von Réntgenstrahlen auf die cytolytische Wirksamkeit von 
Rattenserum. 





Bestrahlungs: | 


dauer 
Stunden 


| 


Prozentische Abnahme || 
der Ca.-Zellen 1} 


im 
Versuch 


13 
18 
11 


31 
27 


14 
31 


Kontrolle 


in der | 


—% 
-24 
-24 

3 
3 
3 
3 
3 


Tabelle XI. 


im 
Versuch 


Abnahme in relativen 


154—134 
180—147 
184— 164 
169—117 
146—106 
189—169 
167—144 
148—102 


in der 
Kontrolle 


147—183 
147—183 
147—183 
140—136 
140—136 
140—136 
165—160 
165—160 


Lytisches 
Vermégen 


Proz. 


37 
42 
35 
28 
24 

8 


1] 
28 


Einflu8 von Réntgenstrahlen auf die cytolytische Fiahigkeit 
von pracarcinomatésen Teerhéiuten (Maus). 





Bestrahlungs- 


uer 
Stunden 


son c 


SXNOnoco BIS © 


Prozentische Abnahme 


im 
Versuch 


> ty to we 
eens ES 


we 


ao— 


der Ca.Zellen 


in der 
Kontrolle 


36 
36 
36 
36 


+e + SS 


Abnabme in relativen 


im 
Versuch 


305—342 


237—212 
202—161 
215—167 
236—144 
191—121 
170—115 


180—103 
213—100 
170— 74 
156—110 
197— 87 


174— 106 
157— 56 
202—102 
108— 88 
228—150 


161—124 
152—142 
129—130 
126— 89 
197—114 


165—108 
143—145 
134— 94 


152—127 


in der 
Kontrolle 


321—206 
321—206 
321—206 
321—206 
321—206 
148—132 
148—132 
136—107 
136—107 
136—107 
136—107 
136—107 
122— 97 
122— 97 
122— 97 
122— 97 
122— 97 
140—135 
140—135 
140—135 
140—135 
140—135 


140—135 
140—135 
140—135 
140—135 


Lytisches 
Vermégen 


Proz 





398 N. Waterman u. L. de Kromme: Cytolyse bei Krebs. I. 


Tabelle XII. 


Verlauf der Tributyrinspaltung (10 cem) unter Einflu8 von 0,2 cem Extrak 
der normalen Rattenhaut. 





Tropfeozah! nach 


Extrakt = Sa 
3 Stdn. 6 Stdr 


0 Stdn. | 1 Std. | 2 Stdn. 


OS re 158 135 126 
Bestrahit 24), Stunden... . . 159 130 122 

" 3* 158 129 122 
158 128 122 
158 128 121 
159 129 122 
Wo Re 158 129 122 
81), rs 4 ose 158 130 123 


pS ed ee 156 148 137 
Bestrahit 1'/, Stunden... . . 156 150 141 
os 3 - ae ae 156 145 136 

4) eg ee 156 142 134 

6 = oe eer 156 143 136 

7, ative ie) 2a 139 


2 

2 
le » 
2 

2 

2 





Die Wirkung des Milzextraktes auf die Farbstoffausscheidung 
aus dem Blute. 


Von 
G. Farkas und H. Tangl. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 27. Dezember 1926.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


In einer vor kurzem in dieser Zeitschrift erschienenen Arbeit 
(Farkas und Tangl) wurde gezeigt, daB in die Blutbahn injizierter 
Farbstoff darin linger verweilt, wenn den Versuchstieren vorher die 
Milz entfernt wird. Dies findet seine Erklirung darin, daB die Ober- 
fliche des Reticuloendothelialsystems mit der Entfernung der Milz 
verringert wird. 

In der letzten Zeit erschienen mehrere Arbeiten, deren Zweck 
die Erforschung der Funktion der Milz war. So wird namentlich ganz 
besonders hervorgehoben, daB die Milz eine Vorratskammer der roten 
Blutkérperchen darstellt, in der die Blutkérperchen ruhend liegen, 
um im Bedarfsfall in die Blutbahn geworfen zu werden. Dies ergibt 
sich insbesondere aus den Arbeiten von J. Barcroft und H. Barcroft 
(1923), wonach es nach Einatmenlassen von CO-Gas ungefihr eine 
halbe Stunde dauert, bis samtliche roten Blutkérperchen der Milz in die 
Blutbahn gelangen und mit dem Gas vermischt werden. Dagegen wird 
nach den Versuchen das in der Milz aufgespeicherte Blut bei lebhaften 
Kérperbewegungen, sowie nach der Reizung des Nervus splanchnicus, 
die zu einer Kontraktur des Muskelapparats der Milz fihrt, sofort in 
die Blutbahn geworfen, so daB die Blutkérperchen allsogleich mit dem 
Gas in Beriihrung kommen. 

Andere Arbeiten lehren hinwieder, da8 die Milz nicht nur eine Vorrats- 
kammer der roten Blutkérperchen ist, sondern auch ein Hormon erzeugt. 
So hatte Downs Ardrey W. und Nathan B. Eddy (1920 und 1923) Tieren 
Milzextrakt subkutan verabreicht, worauf die Erythrocytenzahl abnahm. 
Insbesondere machte sich diese Wirkung geltend nach der Verabreichung 
einer Extraktmenge von 30 mg pro Kilogramm, wo die Abnahme der 
Erythrocytenzahl 31 Proz. betrug. Einige Tage nach der Injektion 
stellte sich eine Vermehrung der roten Blutkérperchen ein. Dies ist 
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als eine kompensatorische Wirkung aufzufassen, da der Milzextrakt 
auf das Knochenmark anregend wirkt, wodurch die Produktion der 
roten Blutkérperchen eine Steigerung erfihrt. Da der Milzextrakt 
eiweiBfrei war, darf die geschilderte Wirkung als spezifisch aufgefalit 
werden. Die genannten Forscher sind der Auffassung, dab die Hormone 
der Milz die alteren und daher bereits weniger wiederstandsfihigen 
Erythrocyten zur Auflésung bringen und dadurch die Senkung der 
Erythrocytenzahl bedingen. Diese Auffassung wird bekraftigt durch 
den Umstand, da® sich dieselbe Wirkung der Milzextrakte auf rote 
Blutkérperchen auch in vitro nachweisen la6t, falls man dafiir sorgt 
daB beim Waschen der Blutkérperchen die alteren Exemplare nicht 
anheimfallen. Interessant ist es, daB neben dieser Verminderung cer 
Zahl der roten Blutkérperchen jene der weiBen bis um 41 Proz. anstieg 

A. Belak und E. Sdéghi (1924) zeigten, daB nach der intravendsen 
Einspritzung von Elektroferrol die Erythrocytenzahl zunahm, die 
verschiedenen roten Blutkérperchen an Hamoglobin dagegen arm 
waren. Bei entmilzten Tieren trat diese Wirkung nicht ein. Sie nahmen 
an, daB das Eisen die Milz angreift und diese den Reiz vielleicht durch 
ein Hormon dem Knochenmark iibermittelt. lex Brinchmann (1920) 
fiitterte endlich Kaninchen und Meerschweinchen mit frischer Ochsen- 
milz und beobachtete hierauf eine Abnahme der Erythrocytenzah! 
Bei taglicher Fiitterung mit frischer Milz zeigten die Tiere der experi- 
mentell erzeugten Animie weniger ausgesprochene Destruktion der 
roten Blutkérperchen und bekundeten auch einen besseren Allgemein- 
zustand als die Kontrolltiere. 

Diese Ergebnisse, die gut mit den anderen bereits zitierten Be- 
funden tibereinstimmen, zeigen eigentlich, daB die Milzhormone durch 
die Verdauungssafte nicht zerstért werden, sondern zur Resorption 
gelangen und ihre Wirkung auf dem Blutwege auszuiiben vermégen 
Diese Angaben veranlaBten uns, Versuche anzustellen zur Klarung der 
Frage, was fiir eine Wirkung die Milzextrakte auf die Ausscheidung 
von Farbstoffen aus der Blutbahn entfalten. 


Methodik. 


t 

Zu den Versuchen verwendeten wir Hunde, denen wir intrakardial in 
einer 2proz. Lésung pro Kilogramm Kérpergewicht leg Trypanblau 
injizierten, einen Farbstoff, der nach den Mitteilungen von Krebs und 
Wittgenstein (1926) besonders lange um Blute verweilt. Nach der Injektion 
entnahmen wir direkt aus dem Herzen nach 5 und nach 30 Minuten, sowie 
nach 1, 4 und 7 Stunden Blut. Zur Verhinderung der Gerinnung versetzten 
wir das Blut mit einer Lésung von Natriumoxalat und zentrifugierten die 
Blutkérperchen ab. Die Konzentration des Farbstoffs im Serum wurde 
dann in dem Kolorimeter von Autenrieth bestimmt, wobei wir als Standard- 
lésung eine 1 : 5000 Trypanblaulésung in Wasser benutzten, die auBerdem 
noch '% Proz. Gelatine enthielt. Aus den erhaltenen Werten wurde die 
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Konzentration des Farbstoffs unter Zuhilfenahme einer Eichungskurve 
berechnet. 

In jeder Untersuchungsreihe wurden die Hunde zuerst unter normalen 
Verhaltnissen untersucht, dann wurde ihnen die Milz entfernt und der 
Farbstoffausscheidungsversuch wiederholt. Dem folgte dann der dritte 
Versuch, wo die entmilzten Hunde Milzextrakt erhielten. Zwischen jedem 
Versuch wurde wenigstens 2 Wochen gewartet, waihrenddessen der in den 
Tieren verbliebene Farbstoff ganz ausgeschieden wurde. In einer Versuchs- 
reihe wurde milzhaltigen Hunden Milzextrakt gegeben. 

Zu den Versuchen hatten wir das Milzextrakt Lienis sec. Richter, 
Budapest, verwendet, das pro Kubikzentimeter | g frischer Milz entsprach. 


Versuchsreihen. 


Erster Versuch. 


Hund. Mannchen, 12 kg. Der erste Farbenausscheidungsversuch 
wurde am 13. September 1926 ausgefiihrt. Die Operation war am 16. Sep- 
tember. Den weiteren Farbenausscheidungsversuch hatten wir am 2. Oktober 
ausgefiihrt. Am 30. Oktober gaben wir eine Lienisinjektion und eine Farb- 
stoffinjektion und untersuchten die Farbstoffausscheidung. Im Versuch 
vor der Operation fanden wir 
nach 5 Minuten nach der Injektion 70 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 

30 “ e , 65, 

1 Stunde = 47 
4 Stunden ,, ‘ ‘ 26 
7 ‘ 16 


Bei demselben Versuchstier nach der Operation 

nach 5 Minuten nach der Injektion 96 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
30 o» 81 

1 Stunde om - 59 


4Stunden ,, = on 52 
37 


’” °° ”” ’* 


Der dritte Versuch, wo wir auch Lienisextrakt gegeben hatten, brachte 
uns die folgenden Daten: 
nach 5 Minuten nach der Injektion 73 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
» 30 9” - - 69 
1 Stunde = - 51 
4Stunden ,,._,, ” 28 
0-8 - ” - 18 


Die erhaltenen Daten, wiedergegeben durch ein Graphikon, zeigen 
das Folgende: 
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Zweiter Versuch. 


Hund, Mannchen, 8,5kg. Erster Farbenausscheidungsversuch wurc« 
am 15. September ausgefiihrt. Die Operation war am 21. Oktober 1926 
Der zweite Farbenausscheidungsversuch wurde am 5. Oktober vollbracht 
Der Dritte, bei welchem der Lienisextrakt auch verabreicht wurde, ist 
am 5. November ausgefiihrt worden. Im ersten Versuch gaben wir 4,5 ccn 


von der 2proz. Trypanblaulésung, im zweiten und dritten Versuch 4 ccm, 


da das Versuchstier durch die Operation 0,5 kg von seinem Gewicht ver. 
loren hat. 


Im Versuch vor der Operation fanden wir 


nach 5 Minuten nach der Injektion 58 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 


» 2 ie “ae : 50 
a 1 Stunde - - 45 

4 Stunden _,, : . 26 
»» 7 ‘ as hel 18 
os ae “ os = ~ 


Bei demselben Versuchstier nach der Operation: 


nach 5 Minuten nach der Injektion 98 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 


” 30 ” ” ” 79 o> 
1 Stunde - 6 ~ 
4 Stunden ,, 


7 ” ” ” ” 


Der dritte Versuch, wo auch Lienisextrakt gegeben wurde, brachte 


uns die folgenden Daten: 


nach 5 Minuten nach der Injektion 61 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 


» 2 és ‘ » 54 
* 1 Stunde < 49 
4 Stunden 25 
7 oi 18 


24 ow ” 13 


Die erhaltenen Daten, durch ein Graphikon anschaulicher gemacht, 
zeigen das Folgende: 
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Abb. 2. 


Dritter Versuch. 


Hund, Mannchen, 12kg. Der erste Farbenausscheidungsversuc! 
wurde am 26. September 1926 ausgefiihrt. Die Operation war am 30. Sep- 


tember. Der zweite Farbenausscheidungsversuch war am 20. Oktober 


Der dritte Versuch, bei welchem Lienisextrakt auch verabreicht wurde, 
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war am 8. November. Im ersten Versuch gaben wir 6 ccm von der 2proz. 
Trypanblaulésung. 


Im Versuch vor der Operation fanden wir 


nach 5 Minuten nach der Injektion 53 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
30 _ * ’ 48 ,, 
1 Stunde __e,, -” 44, 
4 Stunden ,, 29 «CS 
7 - e 9% is 


Bei demselben Versuchstier nach der Injektion: 


nach 5 Minuten nach der Injektion 99 Proz. der eingef 
30 ~ = 77 ss ” 
1 Stunde 56 =C(«s - 
4 Stunden Sl. » * 
7 o ” — e hU 


Der dritte Versuch, wo auch Lienextrakt verabreicht wurde, brachte 
uns die folgenden Daten: 


nach 5 Minuten nach der Injektion 59 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
30 na a 49 ,, 
1 Stunde . * 39 
4 Stunden ~ 30 
7 a o” 25 


Die erhaltenen Daten, anschaulich gemacht durch ein Graphikon, 
zeigen das Folgende: 














Abb. 3. 


Vierter Versuch. 


Hund, Mannchen, 12 kg. Der erste Farbenausscheidungsversuch 
wurde am 1. November ausgefiihrt. Der zweite Ausscheidungsversuch war 
am 20. November. In diesem Versuch wurde dem Hunde | cem Lienin 
gegeben. In beiden Versuchen wurden 6 ccm von der 2proz. Trypanblau- 
lésung verabreicht. 


Im ersten Versuch fanden wir: 


nach 5 Minuten nach der Injektion 68 Proz, der eingefiihrten Farbenmenge 
ieee a 58 
1 Stunde 47 
4 Stunden 30 
7 “ om 20 
Biochemische Zeitschrift Band 182. 





404 G. Farkas u. H. Tangl: 


Im zweiten Versuch, wo lccm Lienextrakt verabreicht wurie, 
fanden wir: 


nach 5 Minuten nach der Injektion 77 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
” 30 %° °° ”” hd 
“ 1 Stunde 
»  4Stunden 
”» 7 thd 





o& 8 @ ses 











Fiinfter Versuch. 


Hund, Weibchen, 14 kg. Der erste Farbenausscheidungsversuch 
wurde am 5. September ausgefiihrt. Der zweite Ausscheidungsversuch war 
am 20. September, wo wir den Lienextrakt gaben. In jedem Versuch gab 
ich 7cem 2proz. Trypanblaulésung. 


Im ersten Versuch fanden wir 


nach 5 Minuten nach der Injektion 69 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
’° 60 ’ ° ? ” 
” 49, 
4Stunden ,,_,, *” 28 (Cy, % 
7 - Be . oe wn “we ” 


Im zweiten Versuch, wo wir 1 ccm Lienextrakt verabreicht hatten, 
fanden wir 


nach 5 Minuten nach der Injektion 77 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
s° 30 9° °° 60 ” hd ‘? 
» 1 Stunde 7 ; 
» 4 Stunden a 30 

19 


” ‘ ‘ 




















Abb. 5. 


Wie aus den Tabellen ersichtlich ist, sind die gehegten Erwartungen 
in Erfiillung gegangen. Bei den Hunden, denen die Milz entfernt wurde, 
schied der Farbstoff viel langsamer aus dem Blute als bei den nicht ent- 
milzten. Gab ich aber entmilzten Hunden Milzextrakt, so schied der Farb- 
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stoff fast gerade so schnell aus dem Blute, als ob die Hunde eine Milz 
hatten. Das weist darauf hin, da8 die Milz im retikuloendothelialen System 
nicht nur zufolge ihrer farbstoffspeichernden Zellen eine Rolle spielt, sondern 
nebenbei auch ein Hormon entsendet, deren Wirkung darin besteht, da8 
der Farbstoff in viel kiirzerer Zeit das Blut verlaBt. Diese Wirkung kann 
eine direkte sein, kann aber vielleicht auch dadurch bedingt sein, daB es 
andere Organe reizt und diese zur Produktion von Stoffen anreizt, wodurch 
die GeféBwande mehr durchgingig gemacht wurden und die Farbstoff- 
speicherung gréBer wird. Bei den nicht entmilzten Hunden iibte der Milz- 
extrakt iiberhaupt keine gréBere Wirkung aus. 


Zusammenfassung. 


Auf die Ausscheidung von in die Blutbahn gebrachtem Trypanblau 
hat die Milz nicht nur durch die in ihr enthaltenen Reticuloendothel- 
zellen, sondern wahrscheinlich auch durch ein Hormon EinfluB. 


Literatur. 

J. Barcroft und H. Barcroft, Journ. of Physiol. 58, 1923. — Ardrey und 
Eddy, Amer. journ. of phys. 51, 1920; 58, 1921. — Beldk und Sdghy, Arb. 
d. Il. Abt. d. wiss. St. T. Gesells. in Debrecen 1, 1923. — Brinchmann, 
Acta Med. scandinavica 52, 1920. 





Die Wirkung des Cholins und Histamins 
auf die Farbstoffausscheidung aus dem Blute. 


Von 
Géza Farkas und Harald Tangl. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 
(Eingegangen am 27. Dezember 1926.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die zahlreichen bisher erschienenen Arbeiten iiber Farbstoff- 
ausscheidung stimmen darin iiberein, daB die Ausscheidung von Farb- 
stoffen von sehr vielen Komponenten abhangig ist. 

Die Ausscheidung von Farbstoffen hangt erstens von deren 


kristalloider oder kolloidaler Natur ab, wie dies in den Arbeiten 
von Frey (1919), Starling (1894), Asher (1908) und Magnus (1900) 
ersichtlich ist. Zweitens spielt die chemische Struktur des Stoffes 
insofern eine Rolle, als die basischen Farbstoffe viel langsamer aus 
dem Blute ausscheiden als die sauren, weil nach Krebs und Wittgenstein 
(1926) die letzteren nicht gut absorbiert werden. Auch die Warme ist 
von EinfluB auf die Farbsioffauswanderung (Okuneff, 1924), da an den 
erwirmten Stellen die Auswanderung viel schneller eintritt. Auch 
muB man die Dispersitaét der Stoffe in Erwagung ziehen. 

Bei dem Ausscheiden der Farbstoffe diirfen aber nicht nur deren 
Konstitution und chemische Eigenschaften erwogen werden, sondern 
man muB auch den ‘verschiedenen Einfliissen Rechnung tragen, die 
durch den Organismus bedingt sind. So gelang es Bennhold festzustellen, 
daB in Fallen von Amyloidose die Ausscheidung von Kongorot sehr 
rasch vor sich geht, was nach seiner Ansicht mit der Ablagerung der 
Farbe in den amyloidentarteten Organen zu erklaren ist. Auch Okunef/ 
schreibt (1924), daB im ProzeB8 der Abwanderung der kolloidalen 
Substanzen aus dem Blute, der Durchlassigkeit der GefiBwand eine 
wichtige Rolle zukommt. Besonders das GefiSisystem der Bauch- 
eingeweide hat eine groBe Bedeutung fiir die Ausscheidung der Farb- 
stoffe. Die Animie der Baucheingeweide hat nimlich eine gewisse 
Verlangsamung der Farbstoffausscheidung zur Folge, wahrend lokale 
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Hyperamie, insbesondere in den GefaiBen der Baucheingeweide, eine 
Beschleunigung der Abwanderung der kolloidalen Stoffe veranlaBt. 

Diese Daten der Autoren fiihrten uns auf den Gedanken, zu er- 
forschen, wie sich die Farbstoffausscheidung gegeniiber den vaso- 
konstriktorischen und vasodilatatorischen Stoffen verhalt. Da die 
Farbstoffausscheidung laingere Zeit in Anspruch nimmt, kann man 
natiirlich nur mit Stoffen ein Resultat erreichen, deren Wirkung langere 
Zeit andauert. Wir suchten erst einen solchen Stoff, der das para- 
sympathische Nervensystem in Erregung bringt, wodurch vaso- 
dilatatorische Erscheinungen zustande kommen. Wir glaubten einen 
solchen Stoff im Cholin gefunden zu haben, dessen parasympathicus- 
erregende Wirkung von zahlreichen Autoren (Bakker, 1924, Kuroda, 
1924, Arai, 1922, Le Heux, 1921, Dressel und Lemen, 1923) festgestellt 
worden ist. Als sympathicuserregendes Mittel, wodurch eine Vaso- 
konstriktion hervorgerufen werden kann, wahiten wir das Histamin, 
dessen Wirkung viel langer andauert als die des ebenfalls sympathicus- 
erregenden Adrenalins (Dale und Reichard, 1924). 


Methodik. 


Zu den Versuchen verwendeten wir Hunde, denen wir intrakardial 
pro Kilogramm Kérpergewicht in 2proz. Lésung 1 cg Trypanblau injizierten. 
Wir wahlten das Trypanblau, weil nach den Mitteilungen von Krebs 
und Wittgenstein (1926) dieser Farbstoff besonders lange im Blute verweilt. 
Nach der Injektion entnahmen wir direkt aus dem Herzen nach 5 und 
30 Minuten, sowie nach 1, 4 und 7 Stunden Blut. Zur Verhinderung der 
Gerinnung versetzten wir das Blut mit einer Lésung von Natriumoxalat 
und zentrifugierten die Blutkérperchen ab. Die Konzentration des Farb- 
stoffs im Serum wurde dann in dem Kolorimeter von Autenrieth bestimmt, 
wobei wir als Standardlésung eine 1: 5000 Trypanblaulésung in Wasser 
benutzten, die auBerdem noch %% Proz. Gelatine enthielt. Aus den er- 
haltenen Daten wurde die Konzentration des Farbstoffs unter Zuhilfe- 
nahme einer Eichungskurve berechnet. In jeder Untersuchungsreihe 
wurden die Hunde zuerst unter normalen Verhaltnissen untersucht. Bei 
dem zweiten bzw. dritten Versuch wurde demselben Versuchstier Cholin 
bzw. Histamin verabreicht und die Wirkung dieser Stoffe untersucht. 
Zwischen zwei Versuchen wirde wenigstens 2 Wochen gewartet, wihrend< 
dessen der in den Tieren verbliebene Farbstoff ganz ausgeschieden wurde. 

Das zu unseren Versuchen verwendete Cholin und Histamin hat uns 
die Chemikalienfabrik Richter in Budapest iiberlassen, wofiir wir auch 
hier unseren Dank aussprechen. 


Erste Versuchsreihe. 


Hund, Mannchen, 10 kg. Der erste Farbstoffausscheidungsversuch 
wurde am 7. September 1926 ausgefiihrt. Der zweite Farbenausscheidungs- 
versuch war am 22. September, wo wir gleichzeitig dem Versuchstier 
subkutan 0,30g Cholin gaben. Der dritte Farbenausscheidungsversuch 
war am 6. Oktober, wo gleichzeitig mit dem Trypanblau subkutan | mg 
Histamin gegeben wurde. 
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Im ersten Versuch fanden wir: 
nach 5 Minuten nach der Injektion 70 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
» 30 ~ 1” i 65 ww - * 
o 1 Stunde Se = 47 in ps os 
» Stunden ‘ a 26 
oi “ oe ~ 16 


Im zweiten Versuch fanden wir: 
nach 5 Minuten nach der Injektion 68 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
» 30 ad a ™ —— *” 
os 1 Stunde - 
4 Stunden ,, 
o @ % ” 


Im dritten Versuch fanden wir: 
nach 5 Minuten nach der Injektion 96 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
» BD w o be 85 
1 Stunde _e,, . 77 
» 38 Stunden _,, : 51 
) 45 
23 


Die erhaltenen Daten, wiedergegeben 


das Folgende: 











o § § & Ses 





Abb. 1. 


Zweite Versuchsrethe. 


Hund, Mannchen, 10kg. Der erste Farbstoffausscheidungsversuch 
wurde am 9. September 1926 ausgefiihrt. Der zweite Farbenausscheidungs- 
versuch war am 24. September, wo wir gleichzeitig dem Versuchstier 
3ubkutan 0,30 g Cholin gaben. Der dritte Farbenausscheidungsversuch. war 
am 8. Oktober, wo gleichzeitig mit dem Trypanblau subkutan 1 mg Histamin 
gegeben wurde. 


Im ersten Versuch fanden wir: 
nach 5 Minuten nach der Injektion 69 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
o FP es ”» ” -  » 
»  1Stunde ,, ” 
»  #S8tunden ,,, 9” 
“oe ae ” 
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Im zweiten Versuch fanden wir: 
nach 5 Minuten nach der Injektion 68 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
30 ~ » = a ww 
1Stunde ,,_ ,, ‘ 36 SC, 
4Stunden ,,_., - 
i = 


‘ ” 


Im dritten Versuch fanden wir: 
nach 5 Minuten nach der Injektion 96 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
» 30 - oe * 87 
1 Stunde sia ‘ 67 
3 Stunden - 45 
5 . 33 
7 - ™ ‘ : 23 


Die erhaltenen Graphikon, zeigen 
das Folgende: 
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Dritte Versuchsreihe. 


Hund, Mannchen, 10 kg. Der erste Farbstoffausscheidungsversuch 
wurde am 11. September 1926 ausgefiihrt. Der zweite Farbenausscheidungs- 
versuch war am 25. September, wo wir gleichzeitig dem Versuchstier 
subkutan 0,30 g Cholin gaben. Der dritie Farbenausscheidungsversuch war 
am 9. Oktober, wo gleichzeitig mit dem Trypanblau subkutan | mg Histamin 
gegeben wurde. 


Im ersten Versuch fanden wir: 
nach 5 Minuten nach der Injektion 69 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
» 30 ee =e sl 59 
» 1 Stunde o ” 
»  4Stunden ,, _,, - 31 


” ‘ ” ” ” ” 


Im zweiten Versuch fanden wir: 
nach 5 Minuten nach der Injektion 73 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 

a OO » - 52 

1Stunde , ,, oe 40 

4 Stunden __e,, 28 

7 , 16 


” ” ” 
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Im dritten Versuch fanden wir: 


nach 5 Minuten nach der Injektion 94 Proz. der eingefiihrten Farbenmene 
» DW wn 2 a SS 0. » 
» Stunde , - - 64 
»  38Stunden ,, _,, a 50 
oo Bw ~ o» 33 
7 » 2 (oe a 24 


Die erhaltenen Daten, wiedergegeben durch ein Graphikon, zeigen 
das Folgende: 





so & § & sad 








Wie aus den Daten ersichtlich, haben die vasomotorisch wirkenden 
Stoffe groBen EinfluB auf die Farbstoffausscheidung ausgeiibt. Der vaso. 
dilatatorisch wirkende Stoff Cholin wirkt auf die Farbstoffausscheidung 
beschleunigend. Das Histamin hatte dagegen einen verzégernden EinfluS 
auf die Trypanblauausscheidung, da der Farbstoff sehr lange im Blute 
verweilte und nur langsam ausgeschieden wurde. Die Wirkung des Cholins 
zeigt sich aber nicht gleich in den ersten Minuten, sondern erst nach einiger 
Zeit, wihrend die Wirkung des Histamins schon in den ersten Minuten 
ersichtlich wird. 


Zusammenfassung. 


Vasomotorische Stoffe haben groBen EinfluB auf die Farbstoff- 
ausscheidung aus dem Blute. Der vasodilatatorisch wirksame Stoff 
Cholin beschleunigt die Farbstoffausscheidung, demgegeniiber der 
vasokonstriktorisch tatige Stoff Histamin die Ausscheidung ver- 


langsamt. 
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Uber den Einflu6 einiger Inkretstoffe 
auf die Farbenausscheidung aus dem Blute. 


Von 
Harald Tangl. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 27. Dezember 1926.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Die Ergebnisse, die sich aus meinen Versuchen, in denen ich die 
Wirkung von Milzextrakt auf die Farbstoffausscheidung untersuchte, 
ergaben, veranlaBten mich zur Untersuchung der Frage, ob auch andere 
Hormone eine Wirkung auf die Farbstoffausscheidung ausiiben. In Ver- 
suchen tiber die in der vorangehenden: Arbeit (S. 406) berichtet wurde, 
untersuchte ich mit Farkas schon ein Hormon, das Cholin, und auBerdem 
noch das Histamin in dieser Richtung und fand, da8 diese Stoffe durch 
ihre vasodilatatorische bzw. vasokonstriktorische Wirkung einen 
EinfluB auf die Farbstoffausscheidung ausiiben. In der Literatur fand 
ich gar keine Angaben dariiber, von welcher Wirkung die Inkretstoffe 
auf die Farbstoffausscheidung sind. Auch Angaben tiber den EinfluB 
der Inkretstoffe auf die Vasomotoren sind nur in sehr sparlicher Zahl 
vorhanden. So schrieben Siccardi und Loredan (1913), daB die Extrakte 
der Hypophyse, der Thyreoidea, der Leber, der Milz, des Pankreas, 
der Nebenniere, des Eierstocks und der Hoden in verschiedenem MaBe 
Kontraktionen der GefiSmuskulatur hervorrufen, Thymus und Galle 
entfalten in héheren Konzentrationen dilatatorische Wirkung, in 
schwacheren rufen sie dagegen Dilatationen hervor. Abderhalden und 
Gellhorn (1923) behaupten, daB Coris Entdeckung, wonach die Schild- 
driisenstoffe auf die Endapparate des N. sympathicus sensibilisierend 
wirken, nicht auf einer spezifischen Wirkung des Schilddriiseninkrets 
beruht, da sich die gleichen Ergebnisse auch bei Verwendung anderer 
Organe, wie Hypophysis, Thymus, Placenta, Testis, Corpus luteum, 
Ovar, ergeben. Die durch sie entfaltete Wirkung lieB sich im tibrigen 
auch durch Histamin und Thyramin erhalten. 
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Meiner Ansicht nach besteht die Hormonwirkung auf die Farbstoff. 
ausscheidung wahrscheinlich in der vasomotorischen Wirkung dieser 
Stoffe. Ich unternahm daher Versuche, um die Wirkung von Inkret. 
stoffen auf die Farbstoffausscheidung zu untersuchen. Sollte es sich 
dann in diesen Versuchen zeigen, da8 Inkretstoffe eine Verlangsamung 
der Farbstoffauswanderung aus dem Blute veranlassen, dann diirfte 
hieraus auch die Folgerung gezogen werden, daB Inkretstoffe vaso. 
konstriktorisch wirksam sind. Diese Versuche wiirden dann gewisser- 
maBen als Kontrolle fiir meine mit Farkas in der vorangehenden Arbeit 
geschilderten Versuche dienen. 

Die Versuche wurden auf die Weise ausgefiihrt, daB ich Hunden 
Trypanblau intrakardial einspritzte und ihnen dann alsogleich Extrakte 
verschiedener Inkretdriisen unter die Haut verabfolgte. Sonst ver. 
weise ich in Hinsicht der Methodik auf die vorangegangene Arbeit. 

Die Extrakte der Inkretdriisen hat mir die Leitung der Chemi- 
schen Fabrik Richter, Budapest zur Verfiigung gestellt, wofiir ich 
meinen Dank ihr auch hier ausspreche. 


Erste Versuchsrethe. 


Hund, Mannchen, 10kg. Der erste Farbenausscheidungsversuch 
wurde am 7. September 1926 ausgefiihrt. Der zweite Farbenausscheidungs- 
versuch war am 16. Oktober, wo ich gleichzeitig 1 com Thymusextrakt gab. 


Im ersten Versuch fand ich: 
nach 5 Minuten nach der Injektion 70 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
” 30 ” ” ” ” 65 ” “es ory Ty 
i ny. isu - 47 
»  4Stunden ,, __,, - 26 
’? 7 %° ” od . 16 


Im zweiten Versuch fand ich: 
nach 5 Minuten nach der Injektion 95 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
” 30 ” °° °° ° 70 %° ’° 
1Stunde ,, _,, , 
3 Stunden 
5 ? 


- 
‘ 


Die erhaltenen Daten, wiedergegeben durch ein Graphikon, zeigen 
das Folgende: 














da 
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Zweite Versuchsrethe. 
Hund, Mannchen, 10kg. Der erste Farbenausscheidungsversuch 


wurde am 9. September 1926 ausgefiihrt. Der zweite Farbenausscheidungs- 
versuch war am 18. Oktober, wo ich gleichzeitig 1 com Thymusextrakt gab. 


Im ersten Versuch fand ich: 


nach 5 Minuten nach der Injektion 69 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
ry rr) ” 63 ” ” 
s° °° ’? 50 ’” , ’? 
4Stunden ,,_,, - 28 
7 ” ’? .? ’* 17 ” 


Im zweiten Versuch fand ich: 


nach 5 Minuten nach der Injektion 92 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
99 30 °°? ? ny or 64 ” ” ”” ” 
1 Stunde , 
3 Stunden 


” 2] 


Die erhaltenen Daten, wiedergegeben durch ein Graphikon, zeigen 
das Folgende: 
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Abb. 2. 


Dritte Versuchsreithe. 
Hund, Mannchen, 10 kg. Der erste Farbenausscheidungsversuch 


wurde am 11. September 1926 ausgefiihrt. Der zweite Farbenausscheidungs- 
versuch war am 20. Oktober, wo ich gleichzeitig 1 cem Thyreoideaextrakt gab. 


Im ersten Versuch fand ich: 


nach 5 Minuten nach der Injektion 69 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
1Stunde , ,, 
»  4Stunden ,,_,, 


” ‘ ” or] ” 


” ” ” 


Im zweiten Versuch fand ich: 
nach 5 Minuten nach der Injektion 99 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
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Die erhaltenen Daten, wiedergegeben durch ein Graphikon, zeigen 
dus Folgende: 





§ & 88 
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Abb. 3. 


Vierte Versuchsreihe. 

Hund, Méannchen, 10kg. Der erste Farbenausscheidungsversuch 
wurde am 11. Oktober 1926 ausgefiihrt. Der zweite Farbenausscheidungs- 
versuch war am 20. Oktober, wo ich gleichzeitig 1 cem Thyreoideaextrakt gab. 

Im ersten Versuch fand ich: 
nach 5 Minuten nach der Injektion 69 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 


» 30 és os o - Ob ‘w 
— - are ~ 48 
»  4Stunden ,,_=,, = ae ae 
oi f - te o 18 


Im zweiten Versuch fand ich: 


nach 5 Minuten nach der Injektion 99 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
o 2 ws ~ - 9 S 


- 1 Stunde - = - es a pn 
3 Stunden ,,_,, - 56 
a - — Fe ee 
7 - —" - : we i ” 


Die erhaltenen Daten, wiedergegeben durch ein Graphikon, zeigen 
das Folgende: 





so § § & &e 














Abb. 4. 


Fiinfte Versuchsreihe. 


Hund, Mannchen, 9 kg. Der erste Farbenausscheidungsversuch wurde 
am 7. September 1926 ausgefiihrt. Der zweite Farbenausscheidungsversuch 
war am 30. Oktober, wo ich gleichzeitig 1 com Glandiutrinextrakt gab. 
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Im ersten Versuch fand ich: 


‘ 


nach 5 Minuten nach der Injektion 70 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 


30 9 - - - — “« ” 
1 Stunde - ” - GG «- * 
4Stunden ,,_,, Pm 26 
7 9 * ~* - 16 


Im zweiten Versuch fand ich: 


nach 5 Minuten nach der Injektion 99 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 


30 ‘i -“~ % - Ol .. w« * 
1 Stunde - - ” eo . @ »» 
3 Stunden ,,_,, *” SS « - » - 
7 ” oe a Oe - 


Die erhaltenen Daten, wiedergegeben durch ein Graphikon, zeigen 
das Folgende: 














%| | | 
b+ - — + a t a | 4 
60 + -— ie + + ——+ — 
pO 
40} + — -+- 
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20 +—+— = 
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Abb. 5. 


Sechste Versuchsreihe. 


Hund, Mannchen, 9 kg. Der erste Farbenausscheidungsversuch wurde 
am 9. September 1926 ausgefiihrt. Der zweite Farbenausscheidungsversuch 
war am 2. November, wo ich gleichzeitig 1 ccm Glandiutrinextrakt gab. 


Im ersten Versuch fand ich: 


nach 5 Minuten nach der Injektion 69 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 


30 » “a me 63 ,, i on - 
1 Stunde » « - 50, a - - 
4Stunden ,,_,, - 28. =C«s - o - 
7 i “a - . * ™ *” 


Im zweiten Versuch fand ich: 


nach 5 Minuten nach der Injektion 99 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 
30 - % ” ” 90 —,, ” ” 


Orie Sk ‘i ~~ ws a “s » 
3 Stunden ,,_,, ee 62 ,, = % ” 
5 i. “ — « ~ - - 
- oo ‘a - i  « io i *” 
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Die erhaltenen Daten, wiedergegeben durch ein Graphikon, zeigen 
das Folgende: 

















Abb. 6. 


Siebente Versuchsreihe. 


Hund, Mannchen, 84%kg. Der erste Farbenausscheidungsversuch 
wurde am 1. Oktober 1926 ausgefiihrt. Der zweite Farbenausscheidungs- 
versuch war am 19.Oktober, wo ich gleichzeitig 1 cem Testiculiextrakt gab. 


Im ersten Versuch fand ich: 
nach 5 Minuten nach der Injektion 69 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 


» 30 - a | hd me 64, eo - 
1 Stunde o~ = eS ~w 

” 4Stunden ,,_,, - BD es 
7 ” aden ia ae 


Im zweiten Versuch fand ich: 
nach 5 Minuten nach der Injektion 93 Proz. der eingefiihten Farbenmenge 


» 30 on oe - 90 ~~, oe o” 
. 1 Stunde we - i * 
™ 4 Stunden ,, - - 44. (Cg, i ee 
i 8 ae a. ie - 40 ,, o 


Die erhaltenen Daten, wiedergegeben durch ein Graphikon, zeigen 
das Folgende: 
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Abb. 7. 


Achte Versuchsreihe. 


Hund, Mannchen, 8 kg. Der erste Farbenausscheidungsversuch wurde 
am 1. Oktober 1926 ausgefiihrt. Der zweite Farbenausscheidungsversuch 
war am 15. November, wo ich gleichzeitig 1 ccm Testiculiextrakt gab. 


Im ersten Versuch fand ich: 
nach 5 Minuten mach der Injektion 69 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 


or) 30 ” ’° ” hi) 64 ” , ” 
“ 1 Stunde -— 48, . vs 
,  4S8tunden - 38 iC, " , 
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Im zweiten Versuch fand ich: 
nach 5 Minuten nach der Injektion 94 Proz. der eingefiihrten Farbenmenge 


30 - me as ie a - o 
1 Stunde . i ‘i 72 «=, = . 
4 Stunden ,, - - 44, - - a 
7 i - ns os a oe e i ~ 


Die erhaltenen Daten, wiedergegeben durch ein Graphikon, zeigen 
das Folgende: 





2&8 § & Ba 











Abb. 8. 


Wie aus den Versuchsreihen ersichtlich ist, hatten sich meine Er- 
| wartungen bestétigt. Die untersuchten Inkretstoffe halten tatsidchlich 
' den Farbstoff viel langer in dem Blut zuriick, da die Hunde, nach der Ein- 
spritzung von Inkretstoffen, den Farbstoff langer im Blute beherbergten, 
_ als wenn sie mit solchen Stoffen nicht behandelt wurden. Unter den unter- 
f suchten Inkreten wirkte Thyreoidea und Hypophyse viel starker als Thymus 

und Testiculi, obwohl die Wirkung der zwei letzteren auch schén zutage 

trat. Da die Ergebnisse mit den Angaben der zitierten Autoren so gut 

iibereinstimmen, glaube ich die Ansicht aussprechen zu diirfen, daB die 
. Wirkung der Inkretstoffe auf die Farbstoffausscheidung in der Hauptsache 
' durch ihre vasomotorischen Einfliisse bedingt ist. 


: Die Arbeit wurde unter der Leitung des Herrn Prof. Dr. G. Farkas 
ausgefiihrt. Fiir seine Ratschlage bin ich ihm zu groBem Danke verpflichtet. 


Zusammenfassung. 


Extraktstoffe aus Thyreoidea, Thymus, Hypophysis und Testis 
haben einen EinfluB auf die Farbstoffausscheidung aus dem Blute. Die 
Wirkung besteht darin, daB bei Verabreichung dieser Extraktstoffe 
der Farbstoff viel langsamer aus dem Blute ausgeschieden wird als bei 
normalen Tieren. 

Literatur. 


Siccardi und Loredan, Zeitschr. f. allg. Physiol. 15, 1913. — Abderhalden 
und Gellhorn, Pfliigers Arch. 199, § 230, 1923. 














Einflu6 von Milz-, Thymus- und Thyreoideaextrakt 
auf das Wachstum von jungen Ratten. 


Von 
Harald Tangl. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Budapest.) 


(Eingegangen am 27. Dezember 1926.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die in der neueren Zeit erschienenen Arbeiten weisen immer mehr 
auf die Korrelation hin, die zwischen Milz, Thyreoidea und Thymus 
herrscht. Auch Krankheiten, Gleichgewichtsstérungen im Organismus 
deuten in vieler Hinsicht hierauf. So geht in an Beriberi erkrankten 
Tieren eine Atrophie gewisser Organe einher in der Reihenfolge, dab 
am starksten die Thymusdriise. dann Milz und Schilddriise zusammen. 
schrumpfen, wogegen die Hypophyse und die Nebennieren Hyper- 
trophie erleiden (Garisson, 1923). Bei Thyreoparathyreodektomie an 
weiBen Ratten ist nicht nur eine Wachstumshemmung zu verzeichnen, 
sondern die Thymus verschwindet nach der Operation fast vollstandig 
Hoden, Nebenhoden, Eierstécke und Uterus atrophieren (Hammet, 1926). 
Die Thymus spielt auch bei der Basedowschen Krankheit eine Rolle, 
da die Chirurgen viel bessere Erfolge erzielen, wenn vor der Kropf- 
operation partielle Thymusexstirpation vorgenommen wird (Schwarzen- 
berg und Lobeck, 1925). Auch stellte man nach der Verfiitterung von 
Thymus an Ratten nach einiger Zeit eine VergréBerung der Milz und 
der Schilddriise fest. Auch beim Status thymico-liphaticus hat man 
auffallend groBe Milzen beobachtet (Schridde, 1924). 

Die drei Driisen spielen auch im Stoffwechsel eine ahnliche Rolle 
So besteht bei der Hyperfunktion der Schilddriise erhéhter Stoffwechse! 
mit Polyphagie und Polydipsie. Der Wegfall der Thymusfunktion 
(Tarulli, Lo Monacco, Tandler, Lucian, 1913) fiihrt zu einem wesent- 
lichen Zuriickbleiben im allgemeinen Ernahrungszustand, wahrend bei 
Hyperthymisation die Tiere kraftig werden und Fett in ansehnlichen 





H 


Menge 
insofe 
Wegn 
hierm 
entmi 
V 
und 7 
Schild 
1924) 

partie 
der E) 
Korva 
beim . 
die Tl 
fand 

wachs 
Guder: 
geweb 
wickel 
wurde 
Hinsic 
Ratter 
nenne! 
das Gr 
die TI 
2 Mon 
T 
Angat 
ratte 
Milz, ' 
auch « 
einzut 


D 
Zeit gi 
Grupp 
(Kiiehe 
wurdet 
Den hl 
lésung 
Lésuns 
In der 
Todesf 
in den 

Bioc! 


H. Tang]: EinfluB von Milz-, Thymus- und Thyreoideaextrakt usw. 419 


Mengen ansetzen (Demel, 1922). Auch die Milz hat nach Danoff (1919) 
insofern einen EinfluB auf den Stoffwechsel, als bei Ratten nach der 
Wegnahme der Milz der respiratorische Gaswechsel erhéht wird, und 
hiermit in Ubereinstimmung fanden auch Asher und Bernet, daB bei 
entmilzten Tieren der EiweiBumsatz gréBer ist. 


Von den genannten drei Driisen tiben zwei, namentlich Thyreoidea 
und Thymus, gréBeren EinfluB auf das Wachstum aus. So wirkt die 
Schilddriise férdernd auf die Differenzierung der Kaulquappen (Romeis, 
1924) und Hofmeister, v. Eiselsberg, Nosser und Biedl (1925) stellten bei 
partieller Schilddriisenexstirpation eine Verzégerung der Ossifikation 
der Epiphysenknorpel und ein Zuriickbleiben im Wachstum fest. L. H. 
Korvatz (1925) weist auBerdem auf ein gesteigertes Lingenwachstum 
beim Auftreten des Morbus Basedowi im jugendlichen Alter hin. Auch 
die Thymus hat bekanntlich groBen EinfluB auf das Wachstum. So 
fand man nach Verfiitterung von Thymussubstanz friihes Lingen- 
wachstum und spite Differenzierung bei Kaulquappen (Romeis, 1924, 
(udernatsch, 1912). Demel (1922) fand nach Einpflanzung von Thymus- 
gewebe in 3 Wochen alte Ratten, daB diese sich besonders kraftig ent- 
wickelten und insbesondere das Wachstum der Knochen angeregt 
wurde. Die Thymusdriisen méglichst junger Tiere wirkten in dieser 
Hinsicht besonders gut. Dows und Eddy (1920) gaben ausgewachsenen 
‘atten Thymusinjektionen 3 Monate hindurch, fanden aber keine 
nennenswerte Unterschiede gegeniiber nicht behandelten Tieren, nur 
das Gewicht der Thyreoidea hat etwa um 8 Proz. zugenommen. Werden 
die Thymusdriisen jungen Hunden exstirpiert, so gehen sie in 1 bis 
2 Monaten an Kachexie zugrunde. 


Uber etwaige Beziehungen der Milz zum Wachstum fand ich keine 
Angaben vor, so daB ich mich entschlossen habe, diese Frage an jungen 
atten zu untersuchen. Angesichts der engen Beziehungen zwischen 
Milz, Thyreoidea und Thymus entschloB ich mich aber, auBer der Milz 
auch die zwei anderen Driisen in den Kreis der Untersuchungen mit 
einzubeziehen. 

Ausfithrung der Versuche. 


Die Versuche fiihrte ich an 24 jungen Ratten aus, die fast in gleicher 
Zeit geworfen wurden. Ich teilte sie in acht Gruppen ein, so daB in jede 
Gruppe drei Tiere kamen. Die Ratten erhielten alle die gleiche Nahrung 
(Kiichenabfalle) und wurden einmal wéchentlich gewogen. Jede Woche 
wurden den Tieren zwei Injektionen verschiedener Inkretstoffe verabreicht. 
Den Inkretstoff hatte ich vor der Injektion mit physiologischer Kochsalz- 
lésung verdiinnt, da mir vorher Ratten einer ganzen Versuchsreihe, die die 
Lésungen zu konzentriert bekommen hatten, zugrunde gegangen waren. 
In der jetzt zu besprechenden Versuchsreihe hatte ich keinen einzigen 
Todesfall zu verzeichnen. Von den verdiinnten Lésungen hatten die Ratten 
in den ersten 4 Wochen 0,2, in den zweiten 4 Wochen 0,3 ccm erhalten. 
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Die Kontrollgruppe erhielt, um die Versuchsbedingungen gleich zu ve. 
stalten, ebenfalls Injektionen, doch von physiologischer NaCl-Lésung. In 
der ersten Abteilung bespreche ich die Ergebnisse der Versuche an solchen 
Tieren, die mit Milz, in der zweiten an solchen, die mit Thyreoidea, in der 
dritten an solchen, die mit Thymus behandelt worden sind. Die Tiere wurden 
in Gruppen zu je drei Ratten in gemeinsamem Kafig zusammengehalten. 
In den folgenden Tabellen sind stets nur die Mittelwerte des Gewichts der 
drei Tiere eingetragen. 

Die Extrakte der Inkretdriisen hat mir die Leitung der Chemischen 
Fabrik Richter, Budapest, zur Verfiigung gestellt, wofiir ich ihr auch hier 
meinen Dank ausspreche. 


Erste Abteilung. 


Die Abteilung bestand aus fiinf Gruppen zu je drei Tieren. Die Tiere 
wurden folgendermaBen behandelt. Gruppe 1 erhielt physiologische Koch. 
salzlésung (Kontrollgruppe), Gruppe 2 Thyreoideaextrakt allein, Gruppe 3 
Thyreoidea- und Milzextrakt, Gruppe 4 Thyreoidea- und Thymusextrakt, 
endlich Gruppe 5 sowohl Thyreoidea-, als Milz- und Thymusextrakt. Wie 
ersichtlich, haben auBer den Kontrolltieren die Tiere simtlicher Gruppen 
Thyreoideaextrakt erhalten. 


Tabelle I. 
Gewicht in Gramm. 





2 3 i 6 7 8 


Kontrolle 66.6 | 85,3 102.4 108.6 | 113,6 | 1183 | 123.5 1303 


Thyreoidea .. .. 67,7. 79,3 99,7 106.6 107,7 | 112.4 | 121,6 | 128,1 
Thyreoidea 

+Thymus ... 646 746 91,5 1113) 113,6| 119.8) 125.6 142.1 
Thyreoidea + Milz . 7,2 85,9 945 1028, 110,0/ 1163 1214 127,6 
Thyreoidea + Milz 

+ Thymus ... 669 77,3 98,7 116.9 1274) 1320) 1386  151,9 


Die erhaltenen Daten, wiedergegeben durch ein Graphikon, zeigen 
das Folgende: 
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Zweite Abteilung. 

Die Abteilung bestand aus fiinf Gruppen zu je drei Tieren. Die Tiere 
wurden folgendermaBen behandelt. Gruppe 1 erhielt physiologische Koch- 
salzlésung (Kontrollgruppe), Gruppe 2 Thymusextrakt allein, Gruppe 3 
Thymus- und Milzextrakt, Gruppe 4 Thymus- und Thyreoideaextrakt, 
endlich Gruppe 5 sowohl Thymus-, wie Milz- und Thyreoideaextrakt. 
Wie ersichtlich, haben auBer den Kontrolltieren die Tiere s&mtlicher 
Gruppen Thymusextrakt erhalten. 


Tabelle II. 


Gewicht in Gramm. 





1 2 3 4 5 6 7 


Kontrolle 66,6 853 1024 1086 1136 1183 1235 
Thymus 65.9 89,2 1026 1098 119.6 125.2 133.0 
Thymus + Milz .. 64,9 754 88,2 107,8 120.2 122.6 127,7 
Thymus 

+ Thyreoidea .. 646 746 91,5 1113 1136 1198 125.6 
Thymus + Milz 

+ Thyreoidea .. 669 77,3 98,7 1169 | 1274 132.0 138.6 


Die erhaltenen Daten, wiedergegeben durch ein Graphikon, 
das Folgende: 
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Abb. 2. 


Dritte Abteilung. 


Die Abteilung bestand aus fiinf Gruppen zu je drei Tieren. Die Tiere 
wurden folgendermaBen behandelt. Gruppe 1 erhielt physiologische Koch- 
salzlésung (Kontrollgruppe), Gruppe 2 Milzextrakt allein, Gruppe 3 Milz- 
und Thyreoideaextrakt, Gruppe 4 Milz- und Thymusextrakt, endlich 
Gruppe 5 sowohl Milz- als Thyreoidea- und Thymusextrakt. Wie ersichtlich, 
haben auBer den Kontrolltieren die Tiere simtlicher Gruppen Milzextrakt 
erhalten. 


28 * 








H. Tangl: 


Tabelle III. Gewicht in Gramm. 





Woche: 1 2 3 + 5 6 7 8 


Kontrolle . .... 666 853 1024 1086 1136 1183 1235 1303 
Milz ....... 649 794 988 105.5 1156 1186 120.9 127,7 
Milz + Thyreoidea . 67,2 85,9 945 1028 1100 1163 1214 1276 
Milz+ Thymus .. 649 754 882 107.8 120.2 1226 127.7 142.9 
Milz + Thymus 

+ Thyreoidea . . 66,9 77,3 98,7 116.9 1274 132.0 138.6) 151.9 


Die erhaltenen Daten, wiedergegeben durch ein Graphikon, zeigen 
das Folgende: 





150} 
m0\ 
20 
| 
720| 


710} 


700| 
90} 
50} 

70\ 

60} 

50} ; = | 
+9 —_____— = en See Re cceeaall seer aid 


Aus den Versuchen ergibt sich, daB die Milz allein keine besondere 
Wirkung auf das Wachstum von jungen Ratten entfaltet. Auch die 
Thyreoidea allein hat keine gréBere Verschiebung des Gewichts verursacht. 
Die Wirkung der Thymus zeigte sich indessen sehr schén, indem sie das 
Wachstum beschleunigte. Vergleicht man die Ergebnisse der Versuche. 


wo zwei Extrakte verabreicht wurden, mit solchen, wo ein einziger Auszug 


zur Verwendung kam, dann ergibt sich, daB ein Inkretstoff den anderen 
nicht beeinfluBt hat. Die besondere wachstumsférdernde Wirkung de: 
Thymus kommt auch hier zum Ausdruck. Die gré8te Wirkung zeigte sic! 
nach der gleichzeitigen Injektion der drei Extrakte, so daB man den Schlul} 
ziehen kann, daB den giinstigsten EinfluB auf das Wachstum das Zu- 
sammenwirken der drei Driisen ausiibt. 


Die Arbeit wurde unter der Leitung des Herrn Prof. Dr. G. Farkus 
ausgefiihrt. Fiir seine Ratschlage bin ich ihm zu groBem Danke verpflichtet. 


Zusammenfassung. 


In Versuchen an jungen Ratten zeigte sich, daB Injektion von 
Milzextrakt keinen EinfluB auf das Wachstum ausiibt und auch die 
wachstumsférdernde Wirkung von Thymusauszug nicht beeinflubt. 
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\hnlich wie Milzausziige verhielt sich Thyreoideaextrakt. Thymus- 
extrakt entfaltet den gréBten EinfluB auf das Wachstum, falls den 
Tieren gleichzeitig auch Thymus- und Milzextrakt verabreicht wurde. 
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Uber neue basische Cholinderivate. 


Von 
Sigmund Friinkel und Klara Nussbaum. 


(Aus dem Laboratorium der Ludwig Spiegler-Stiftung in Wien.) 
(Eingegangen am 29. Dezember 1926.) 


Das Cholin, Trimethylathylammoniumhydroxyd 


-_CH,—CH,-OH 
(C Hg)s N So H ? 


welches vor vielen Jahrzehnten von Strecker) gefunden wurde, steht 
neuverdings im Vordergrund des physiologischen und medizinischen 
Interesses, seit es sich herausgestellt hat, daB einzelne seiner Ester, 
z. B. Acetylcholin, tausendmal so wirksam sind wie die Base selbst 
und der Athylather des Cholins wie Muskarin wirkt. Man hat daher 
versucht, eine Reihe von Derivaten des Cholins darzustellen und 
physiologisch zu priifen, wobei insbesondere. die zwei C-Atome ent- 
haltende Kette und der Ersatz der Trimethylamingruppe durch andere 
Alkylamine den Gegenstand der Studien bildete. Wir wollen nur die 
Giftigkeit der Vinylverbindung Neurin [Vinyltrimethylammonium- 
hydroxyd (CH,)N<p 5° Mal 


a Bite ra erwihnen, ferner das Cholin- 
derivat, welches statt der Vinylgruppe die Acetenylgruppe triigt, 


(CH,),N on" -. Acetenyltrimethylammoniumhydroxyd. Aber 


und die noch viel giftigere Verbindung 


Muskarin (CH,);N< 


schon die Verlingerung der Seitenkette um ein C-Atom bedingt einer- 
seits Herabsinken der Giftigkeit, da das Homologe des Neurins, das 
; : ,_CH,. CH=CH 
Allyltrimethylammoniumhydroxyd (C H,), N< OH 
ungesattigten Charakters ein relativ ungiftiger Kérper ist, andererseits 


bei Homocholin, (C H,), N<On -CH,.CH,.0H 


1) Strecker, A. 123, 353; 148, 76. 
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Wirkung gegeniiber Cholin zu beobachten ist. Reid Hunt und Taveau') 
haben sehr viele Verbindungen hergestellt, welche statt der drei Methyl- 
gruppen, Athyl-, Propyl-, oder Amylgruppen enthalten. Sie erwiesen sich 
giftiger als Cholin. Ferner wurden Verbindungen dargestellt, die zwei 
OH-Gruppen in der Kette enthalten, und diese auch acyliert. Ebenso 
wurden auch gechlorte Verbindungen hergestellt. Die physiologische 
Wirkung aller dieser Verbindungen wurde sorgfiltig studiert, ohne 
da8 man bisher zu einem praktisch verwertbaren Resultate gelangt wire. 

Unsere Untersuchung hatte ein wesentlich anderes Ziel. Wir 
wollten die Basizitét des Cholins verstarken, indem wir in der Athanol- 
gruppe im Gegensatz zu den friitheren Forschern, welche saure Seiten- 
ketten eingefiihrt hatten, basische einfiihren. 

CH,.CH,Cl 
4 | 


Wenn es gelingt, das Cholindichlorid (C H,), N< Cc 


darzustellen, so kann man das Chlor in der Athylgruppe gegen ver- 
schiedene Basen leicht austauschen. Bis jetzt hatte nur 2. Schmidt*) 
das Cholindichlorid zufallig gefunden, als er Cholin mit Phosphor- 
oxychlorid und Schwefelsiure in Neurin iiberfiihren wollte. Ohne den 
Umweg iiber das Cholin wurde die erstgenannte Verbindung noch 
nicht dargestellt. 


leicht 


Darstellung von Cholindichlorid, (CH,),N<CHs-CH.C1, 


Wir haben Cholindichlorid auf einfache Weise gewonnen, indem 
wir reinstes symmetrisches Dichlorathan, Cl CH, .C H,Cl, monomolekular 
mit Trimethylamin in alkoholischer Lésung zusammenbrachten und 
lange stehen lieBen. 

100 g absolut alkoholische Lésung, welche 33g Trimethylamin 
enthielt, wurde mit rein destilliertem, symmetrischem Dichlorithan 
CICH,.CH,Cl, versetzt und 10 Tage stehengelassen. Es schieden sich 
12 g Kristalle ab. Die Lésung wurde nach 12 Si:unden in zugeschmolzenen 
Réhren im Wasserbad erhitzt, hierauf der Alkohol im Vakuum ab- 
destilliert und die zuriickgebliebene Kristallmasse in Alkohol auf- 
genommen. Es schieden sich sehr kleine, schéne, stark hygroskopische 
Kristalle ab. Die Ausbeute betrug weitere 8 g, zusammen also 20 g. 
Ausbeute 22,5 Proz. der Theorie. 

Da die hygroskopischen Kristalle nicht gut analysierbar waren, 
analog den Erfahrungen bei Cholin selbst, haben wir die Platinverbindung 
dargestellt, um die Substanz zu identifizieren. 


1) Journ. of Pharmakol. and exper. Therap., Vol. 1, Nr. 3, Oktober 1909; 
Bulletin Hygienic Laboratory of Treasury Departement, Nr. 73, Marz 
1911. 

2) A. 337, 56. 
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Schmidt') beschrieb das aus Cholin gewonnene Cholindichloridplatinat 
als kleine, glanzende Oktaeder, welche bei 250° noch nicht schmolzen und, 
aus heiBem, salzsiurehaltigem Wasser umkristallisiert, 29,87 Proz. Platin 
enthielten (berechnet 29,81 Proz.). 

Wir erhielten bei der Fallung der absolut alkoholischen Lésung 
mit absoluter alkoholischer Platinchloridlésung feine, orangegefirbte 
Kristalle, welche abgesaugt und mit absolutem Alkohol gewaschen 
aus heiBem, salzsiurehaltigem Wasser umkristallisiert wurden. Nach 
Abkiihlung der Lésung erhielt man feine, glinzende, orangefarbige 
oktaederférmige Kristalle, welche bei 250 bis 260° unter Zersetzung 
schmolzen, also sich analog verhielten wie Schmidts Verbindung. Auch 
nach mehrfachem Unmbkristallisieren wurde der Schmelzpunkt nicht 
scharfer und war von der Schnelligkeit des Erhitzens abhingig. Die 
Analyse der imVakuum getrockneten Substanz lieferte folgende Resultate 

5,815 mg Sbst.: 3.884 mg CO, und 2,193 mg H,O, 

6,007 ,, » 4,021 ,, CO, , 2,303 ,, H,O. 
Stickstoff nach Dumas- Pregl: : 

5,995 mg Sbst.: 0,223 com N, (17°, 745 mm), 

6,014 ,, a 0,224 ,, N, (17, 744 ,, ). 

Mikrobestimmung des Halogens nach Carius: 

7,308 mg Sbst.: 12,755 mg AgCl, 
6,955 ,, ” 12,176 ,, AgCl. 
Mikrobestimmung des Platins nach Pregl: 


4,473 mg Sbst.: 1,335 mg Pt, 
6,327 ,, a 1,887 ,, Pt. 
CH,.CH,Cl] 

tcl, 
2 


Ber. fiir C,oH,,N,Cl,Pt: C 18,38 H 4,01 N 4,29 C1 43,43 Pt 29,81 
Gef. C 18,22 H 4,22 N 4,30 C1 43,18 Pt 29,84 
C 18,26 H 4,29 N 4,31 Cl 43,41 Pt 29,82 


Dieses Platinsalz wurde dann in Wasser aufgeschlemmt und erhitzt 
und dann in die heiBe Lésung Schwefelwasserstoff eingeleitet. Nachdem 
das Platinat vollstindig zerlegt war, wurde es von Platinsulfid abfiltriert 
und das Filtrat am Wasserbad zweimal bis zur Trockne eingedampft 
Wir erhielten zerflieBliche Blatter, aus denen wir eine absolute alkoholi. 
sche Lésung mit bestimmtem Gehalt bereiteten. 


Darstellung von Trimethylaminithylaminchlorid, 


(CH, ,N<CHs-CH, .NH, 


Wir lieBen 5g Cholindichlorid in absolut alkoholischer Lésung 
mit absolut alkoholischem Ammoniak im UberschuB in zugeschmolzenen 


1) A. 387, 56. 
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Glasréhren 14 Tage stehen. Hierauf wurden die Réhren 12 Stunden 
im siedenden Wasserbad gehalten. Die bisher farblose Lésung 
farbte sich dabei dunkelgelb. Nachher wurde die Lésung im Vakuum 
stark konzentriert und im Vakuumexsikkator sich selbst tiberlassen. 
Es kristallisierte mehrmals Salmiak aus, welcher in bekannter Weise 
identifiziert wurde. SchlieBlich kristallisierte eine Fraktion in schénen 
weiBen Tafeln, welche stark hygroskopisch waren und sich in absolutem 
Alkohol leicht auflésten. 


Wegen der groBen ZerflieBlichkeit der Substanz wurde das Platin- 
salz zur Analyse gebracht. 


Die absolut alkoholische Lésung wurde mit absolut alkoholischer 
Platinchloridlésung versetzt, wobei eine orangegelbe Fillung entstand. 
Diese wurde abfiltriert, gewaschen und aus wenig salzsiurehaltigem, 
siedendem Wasser umkristallisiert. 

Die Analyse der vakuumgetrockneten Substanz ergab folgende 
Werte: 

5,333 mg Sbst.: 2,250 mg CO, und 1,597 mg H,O, 
"Pee: awe =e! ee 
Stickstoffbestimmung nach Dumas- Pregl: 

5,210 mg Sbst.: 0,263 cem N, (17°, 721 mm), 

game 0,253 ,, N, (21°, 726 ,, ). 
Mikrobestimmung des Halogens nach Carius: 

5,371 mg Sbst.: 8,969 mg AgCl, 

6,162 ,, ” 10,281 ,, AgCl. 

Platinbestimmung nach Pregl: 
5,333 mg Sbst.: 2,033 mg Pt, 
4,999 ,, ” 1,902 ,, Pt. 
CH, CH,.CH,.NH,.HC! 
CH,—N -Ptch,. 
CH, cl 
Ber. fiir C,H,,N,Cl,Pt: C 11,72 H3,14 N 5,47 Cl 41,54 Pt 38,12 
Gef.: C 11,51 H3,35 N 5,60 Cl 41,31 Pt 38,04 
C 11,49 H 3,35 N 5,60 Cl 41,27 Pt 38,06 


Cholindichlorid und Ammoniak setzen sich also in der Weise um, 
daB das Cl-Atom in der Alkylgruppe sich gegen NH, austauschen |aBt. 


Darstellung von Trimethylithylmethylamin, 
(CH), N- CH,.CH,.NH.CH,, 
5g Cholindichlorid in absolut alkoholischer Lésung wurden mit 
einer 33proz. absolut alkoholischen Lésung von Methylamin im 
UberschuB versetzt und 14 Tage stehengelassen. Die friiher farblose 
Lésung firbte sich dabei gelblich. Nachher wurde die Lésung 10 Stunden 
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lang in zugeschmolzenen Réhren im Wasserbad gekocht, wobei dic 
Lésung dunkler wurde. Nach Offnen der Réhren wurde der Inhalt im 
Vakuum eingeengt. Es blieb eine stark gefirbte Kristallmasse zuriick 
mit einem durchdringenden, unangenehmen Geruch (kein Amingeruch). 
Der Riickstand wurde in Alkohol aufgenommen und langsam fraktioniert 
kristallisieren gelassen. Die ersten Fraktionen erwiesen sich als Methy|- 
aminchlorhydrat. (Schmelzpunkt bei 225 bis 227° unter Sublimieren.) 
Die Menge des Methylaminchlorhydrats war 1,74 g, also fast die theore- 
tische Menge bei der erwarteten Reaktion. Nach langerer Zeit 
schieden sich aus der Mutterlauge im Exsikkator im Vakuum feine, 
glanzende, weiBe Kristalle aus. Durch Behandeln mit Tierkohle und 
mehrmaliges Umkristallisieren wurden sie gereinigt und in Alkohol 
aufgenommen. 

Die Halfte der alkoholischen Lésung wurde mit einer alkoholischen 
Sublimatlésung versetzt. Es entstand sofort eine weiBe Fallung. Sie 
wurde iiber Nacht zum Absitzen des Niederschlags stehengelassen. Die 
Fallung léste sich auf und verharzte zu einer quecksilberhaltigen, 
dunklen Masse, die weiter nicht untersucht wurde. Da nun die 
Darstellung einer Sublimatverbindung nicht zu dem gewiinschten Ziele 
fiihrte, wurde die andere Hialfte der alkoholischen Lésung mit einer 
kaltgesattigten alkoholischen Cadmiumchloridlésung gefillt. Die 
sofort entstandene Fallung war gelb, léste sich nicht mehr auf, aber 
eine harzige Substanz mit dem schon erwaihnten unangenehmen Geruch 
setzte sich ab. Es wurde davon abdekantiert, der Niederschlag filtriert. 
Es wurde versucht, die Substanz aus einigen Tropfen cadmiumchlorid- 
haltigen Wassers umzukristallisieren, was aber wegen der ZerflieBlich- 
keit der Substanz nicht gelang. Um die Substanz zuriickzugewinnen, 
wurde die wisserige Lésung mit Alkohol gefallt und nach mehrmaligem 
Auflésen in Wasser und Fallen mit Alkohol vollstindig gereinigt. Die 
Fallung war ein kristallinisches, hellgelbes Pulver, welches bei 80° 
schmolz, spiter erstarrte und sich langsam von 200° an zersetzte. 


Trimethylithylmethylamincadmiumchlorid. 

Mit der lufttrockenen Substanz wurde eine Feuchtigkeitsbestimmung 
vorgenommen. Sie wurde erst im Vakuum, dann im elektrischen Trocken- 
schrank bei 120° zur Konstanz getrocknet. 

8,530 mg Sbst.: 8,007 mg Riickstand. 

Die Mikroanalyse der Substanz nach Pregl ergab folgende Werte: 

4,443 mg Sbst.: 2,060 mg CO, und 1,072 mg H,0, 
‘is, «te, 2... MO. He 
Stickstoff nach Dumas- Pregl: 


5,719 mg Sbst.: 0,207 cem N, (23°, 731 mm), 
5,992 ,, » 0,219 ,, N, (21°, 740 ,, ). 
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Fiir die Cadmiumbestimmung wurde die eingewogene Substanz in der 
Mikromuffel mit konzentrierter Schwefelsdure abgeraucht und das zuriick- 
gebliebene weiBe Cadmiumsulfat gewogen. 

4,595 mg Sbst.: 3,720 mg CdSQ,, 
4,971 ,, » 4,082 ,, CdSO,. 
Mikrohalogenbestimmung nach Carius- Pregl: 
4,758 mg Sbst.: 6,358 mg AgCl, 
5,620 ,, » 7,661 ,, AgCi. 
Ber. fiir C,H,,N,Cl,Cd, 0: C 12,82 H3,09 N 3,74Cd 45,04 C1 33,15C,H, OH 6,15 
Gef. C 12,60 H 2,70 N 4,02 Cd 43,65 C133,06C, H, OH6,13 
C 12,62 H 2,80 N 4,13 Cd 44,27 Cl 33,28 
Diese Bruttoformel C,H,,N,Cl,Cd,O la8t sich auflésen in 
CH, CH,.CH,,.NH.CH, 
CH, —-N -3(CdCl,) + C,H,.OH, 
CH,’ ‘Cl 

Zur Kontrolle wurde die bei 120° im Vakuum zur Konstanz getrocknete 

Substanz verbrannt 
4,712 mg Sbst.: 1,765 mg CO, und 1,232 mg H,0O. 

Stickstoff nach Dumas- Pregl: 

5,559 mg Sbst.: 0,198 cem N, (17°, 728 mm). 

Mikrobestimmung des Halogens nach Carius: 

5,525 mg Sbst.: 7,834 mg AgCl. 
Mikro-Cadmiumbestimmung : 
5,227 mg Sbst.: 4,605 mg CdSQ,. 
CH, AH,.CH,.NH.CH, 
CH, —N -3(CdCl,). 
CH, Cl 
Ber. fiir C,H,,Cl,N,Cd,: C 10,25 H 2,44 N 3,98 Cl 35,32 Cd 47,99 
Gef. C 10,23 H 2,92 N 4,02 Cl 35,25 Cd 47,51 


Trimethylaminithylmethylaminplatinchlorid. 


Das Cadmiumsalz des Kérpers wurde in Wasser aufgelést, bis 
zum Sieden erhitzt und mit Schwefelwasserstoff zerlegt, nach voll- 
standiger Zerlegung vom Cadmiumsulfid abfiltriert, zweimal bis zur 
Trockne eingedampft, in Alkohol aufgenommen und mit einer alko- 
holischen Platinchloridlésung gefillt. 

Die entstandene Fillung war orangegelb und fein kristallinisch. 
Sie wurde abfiltriert und nach dem Trocknen aus sehr wenig heibem, 
salzsiurehaltigem Alkohol umkristallisiert. Es schieBen schéne, groBe, 
orangegefarbte Kristalle an, welche abfiltriert und gewaschen wurden. 

Die lufttrockene Substanz schmolz bei 80°, erstarrte spiter und 
verkohite bei 225°. 

Um eine Feuchtigkeitsbestimmung durchzufiihren, wurde die 
lufttrockene Substanz erst im Vakuum, dann im Trockenschrank bei 
120° zur Konstanz getrocknet. 

2,762 mg Substanz gaben 1,460 mg Trockenriickstand. 
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Die Mikro-Platinbestimmung der lufttrockenen Substanz ergab folgene 
Werte: 
3,537 mg Substanz: 1,345 mg Pt, 
4,443 ,, = 1,683 ,, Pt. 


CH,.CH,.NH.CH, 

‘ -PtCl,+'/,C,H,-OH 
Cl 
38,07 Pt, 449 C,H,.OH 

Gef.: 38,02 , 471 C,H,.OH. 

37,88 , 


Zur Kontrolle wurde eine Platinbestimmung der von Kristallalkoholat 
befreiten, bei 120° getrockneten Substanz durchgefiihrt. 


CH, 
Berechnet fiir: CH, N 
CH, 


6,711 mg Substanz: 2,675 mg Pt. 
Berechnet fiir C,H,,N,Cl, Pt: 39,86 Proz. Pt. 
Gef.: 39,83 ,, Pt. 
CH, CH, .CH, CH, 
CH, —-N NCH, 
CH, ‘Cl Cl CH, 


Es kristallisiert also sowohl die Cadmium — als die Platinverbindung mit 
je 1 bzw. % Mol. Alkohol. 


Darstellung von Trimethylaminithyltrimethylamindichlorid 
(Ditrimethylaminathyliumdichlorid). 


Eine absolut alkoholische Lésung von 5g Cholindichlorid wurde 
mit einer absolut alkoholischen Lésung von Trimethylamin (33 proz.) 
im Uberschu8 versetzt und 14 Tage stehengelassen, dann in (las. 
réhren gegossen, zugeschmolzen und 12 Stunden lang im Wasserbad 
gekocht. Nach Offnen der Réhren wurde der Inhalt im Vakuum bis zum 
Kristallisieren eingeengt, wobei sich die Lésung gelb firbte. Die aus- 
geschiedene Kristallmasse wurde in absolutem Alkohol aufgenommen. In 
der Kalte kristallisierten weiBe 5latter aus, welche stark zerflieBlich waren 
Die Mutterlauge wurde im Exsikkator im Vakuum langsam fraktioniert 
kristailisieren gelassen. Die ersten drei Fraktionen erwiesen sich nach 
ihren Platinsalzen als Cholindichlorid. Die Menge war sehr gering. 
ungefahr 1 g, also 20 Proz. des Ausgangsmaterials ist nicht in Reaktion 
getreten. 


Trimethylaminiathyltrimeth ylamindichlorid-cadmiumehlorid. 


Die Mutterlauge wurde im Vakuum weiter bis zur Sirupkonsistenz 
eingeengt. Nach langerer Zeit schieden sich sehr kleine und stark 
zerflieBliche Kristalle aus, die sich nicht absaugen lieBen. Sie wurden 
daher in Alkohol aufgenommen und mit einer kalt gesattigten alkohol. 
schen Cadmiumchloridlésung versetzt. Es entstand eine schwach gelbe 
Fillung, die abfiltriert und nach Kochen mit Tierkohle aus heiBem 
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cadmiumchloridhaltigen Wasser umkristallisiert wurde. Nach mehr- 
maligem Umkristallisieren wurde sie bis zur Konstanz getrocknet. Die 
Substanz schmolz bis 320° nicht, sondern blieb vollkommen un- 
verandert 
Die Mikroanalyse nach Pregl ergab folgende Werte: 
4,692 mg Sbst.: 2,845 mg CO, und 1,664 mg H,O, 
4,277 .. ., 2,593 ,, CO, ,, 1,556 ,, H,O. 
Stickstoff nach Dumas- Pregl: 
6,235 mg Sbst.: 0,275 cem N, (24°, 729 mm), 
8,975 ,, - 0,389 ,, N, (25°, 763 ,, ). 
Mikro-Cadmiumbestimmung : 
5,893 mg Sbst.: 4,226 mg CdSQO,, 
5,342 ,, 99 3,871 ,, CdSQ,. 
Mikrobestimmung des Halogens nach Carius: 
7,435 mg Sbstz.: 11,180 mg AgCl. 
Berechnet fiir: 
CH,—CH, 


3 Cc 3 

s—N N—CH, - 2CdCl,. 

‘ cl Cl CH, 

C1,Cd,: C 16,45, H 3,80, N 4,80, Cd 38,52, Cl 36,54. 
Gef.: C 16,54, H 3,97, N 5,00, Cd 38,67, Cl 37,20, 


C 16,63, H 4,07, N 4,95, Cd 39,07. 


‘H 
‘H 
‘H 
N, 


Ber. fiir CgH,.N, 


Das Cadmiumsalz wurde in Wasser gelést und mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt. Nach vollstandiger Zerlegung wurde es zweimal 
bis zur Trockene eingedampft. Es blieb eine weiBe Kristallmasse zuriick, 
welche in Alkohol gelést warde. 


Trimethylaminith yltrimeth ylamindichlorid-platinchlorid. 


Die alkoholische Lésung der Substanz wurde mit einer alkoholischen 
Platinchloridlésung versetzt. Es entstand eine feinkristallinische, gelbe 
Fallung, die abfiltriert, mit Alkohol gewaschen und getrocknet wurde. 
Nachher wurde aus sehr wenig heiBem, salzsiurehaltigem Wasser um- 
kristallisiert. Es schieBen glinzende, dunkelorangefarbige Kristalle 
an. Nach scharfem Absaugen wurden sie getrocknet. Der Schmelzpunkt 
wurde am Bloc Maquenne ausgefiihrt. Bei 80° schmolz die Substanz, 


bei 100° erstarrte sie wieder und verkohlte rasch bei 220°. 


Da die Vermutung nahe lag, daB die Verbindung Kristallwasser 
oder -Alkohol enthailt, wurde eine Feuchtigkeitsbestimmung  vor- 
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genommen. Die lufttrockene Substanz wurde erst im Vakuum, dann 
im Trockenschrank bei 120° zur Konstanz getrocknet. 
8,384 mg Sbst.: 8,111 mg Riickstand. 


Die Platinbestimmung ergab folgende Werte: 


7,128 mg Sbst.: 2,438 mg Pt, 
8,314 ,, - 2,851 ,, Pt. 


Berechnet fiir C,H,,N,C],PtO: Pt 34,12, H,O 3,15. 
Gef.: Pt 34,20, H,O 3,25, 
Pt 34,29. 


HCH, AH, 
\NOCH,- PtCl, + H,0. 
\CH, 


CH, 
CH, SN< 
CH,“ Cl cl 


Zur Kontrolle wurde noch eine Platinbestimmung von der vom Kristall- 
wasser befreiten Substanz gemacht. 
6,139 mg Sbst.: 2,168 mg Pt, 
5,811 ,, o» 2,050 ,, Pt. 
Berechnet fiir C,H,,N,Cl,Pt: 35,22 Pt. 
Gef.: 35,31 Pt, 
35,28 Pt. 


\ 7 


Trimethylaminathyltrimeth ylamindichloridgoldchlorid. 


Eine kleine Probe der Substanz wurde in absolutem Alkohol gelést 
und mit einer alkoholischen Goldchloridlésung versetzt. Es entstand 
eine goldgelbe, glinzende Kristallfallung. Nach dem Filtrieren wurde 
aus einigen Tropfen Wasser umkristallisiert (Schmelzpunkt 165°), im 
dunklen Vakuum getrocknet und analysiert. 

6,843 mg Sbst.: 2,608 mg Au, 
7,225 ,, so Sore , aa. 
Berechnet fiir C,H,,N,Ci,;Au: Ber.: 37,87. 
aef.: 38,11, 
38,08. 


CH, 
N“CH,- AuCl,. 
Cc 


H; 


Umsetzung von Cholindichlorid mit zyklischen Basen. 


Wir legten den Hauptwert darauf, Verbindungen zu bekommen, 
in denen statt des OH in der Athanolgruppe des Cholins zyklische 
Basen stehen. Besonders pharmakologische Gesichtspunkte haben uns 
veranlaBt, sehr viel Miihe und Zeit zu verwenden, Verbindungen dieser 
Art darzustellen. Leider wurde das gewiinschte Ziel nach dieser Richtung 
hin nicht erreicht, weil die Reaktion nicht im gleichen Sinne lief wie 
bei den einfachen Basen der aliphatischen Reihe. 
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Wir haben vorerst versucht, die gechlorte Base mit Chinolin und 
Oxychinolin umzusetzen. Wir gingen in der Weise vor, daB wir eine 
sehr konzentrierte alkoholische Lésung von Cholindichlorid mit 
frisch destilliertem Chinolin bzw. Oxychinolin im UberschuB versetzten 
und am RiickfluBkiihler 8 Stunden erhitzten. Dann wurde im Vakuum 
das Chinolin abdestilliert, es resultierte ein Riickstand, der eine rot- 
braune Fliissigkeit darstellte mit einem durchdringenden scharfen 
Geruch. Die Fliissigkeit wurde mit Ather ausgeschiittelt und dann 
weiter eingeengt, wobei sich ein wenig Chinolinchlorhydrat abschied. 
Aber selbst nach sehr langem Stehen konnte aus dem harzigen Riick- 
stand keine neue Kristallfraktion gewonnen werden. Die Versuche, 
das in Wasser unlésliche, in siedendem Alkohol lésliche Harz mittels 
Sublimat, Pikrinséure und mit Platinchlorid aufzuarbeiten, gaben 
kein verwertbares Resultat. Wir erhielten zwar kristallisierte Pikrate, 
deren Analysenwerte aber keine rechenbaren Resultate gaben. 

Wir zerlegten diese Pikrate in bekannter Weise mit Schwefelsaure, 
entfernten die Schwefelsiure mit Bariumcarbonat und fillten mit 
Platinchlorid. Aber auch das Platinat erwies sich als durchaus nicht 
einheitliche Substanz. 

Die Hauptmasse des Reaktionsprodukts war ein rotgefirbtes Harz, 
jedenfalls konnten wir sehen, daB die von uns gesuchte Chinolin- 
verbindung nicht entstanden war. 








Uber eine Dodecandiaminodicarbonsaure aus Casein. 


Von 


Sigmund Friinkel und Max Friedmann. 
(Aus dem Laboratorium der L. Spiegler-Stiftung in Wien.) 


(Eingegangen am 29. Dezember 1926.) 


Im hiesigen Laboratorium wurden zahlreiche Arbeiten iiber dic 
Kinwirkung des Trypsins auf EiweiBkérper ausgefiihrt, wobei Versuchs- 
bedingungen eingehalten wurden, unter denen diese Reaktionen bis 
dahin noch nicht studiert wurden. Es hat sich bei diesen Versuchen, 
bei denen EiweiB mehrere Monate mit Trypsin verdaut wurde, gezeigt. 
daB nach der Spaltung der Eiwei®kérper durch Trypsin in Aminosauren 
manche dieser Aminosiuren im Laufe der Zeit unter garungsver- 
hindernden Kautelen der langen Wirkung des Ferments ausgesetzt. 
noch weitere Veranderungen erfahren. Bei diesen Arbeiten gelang es 
ohne Anwendung der iiblichen Reagenzien und der bisher iiblichen 
komplizierten Methoden, wie z. B. der Estermethode von £. Fischer, 
auf eine sehr einfache Weise das entstehende Gemisch von Aminosauren 
in seine einzelnen Bestandteile zu zerlegen und gréBtenteils durch 
fraktionierte Kristallisation und Wahl passender Lésungsmittel zu 
entmischen. 

Dieses Verhalten des Verdauungsprodukts erleichtert das Auf. 
finden der Spaltungsprodukte des EiweiBes bei der prolongierten 
Trypsinverdauung. 

Bis jetzt wurde gefunden : 

DaB das 1-Tryptophan in das d-Tryptophananhydrid iibergeht') 
Ebenso geht das |-Tyrosin in d-Tyrosinanhydrid iiber. Beide Amino 
siiuren gehen vorerst durch eine Art Waldenscher Umlagerung von 
der |- in die d-Form iiber und nachher in die Anhydride. Die Anhydrid 
bildung wurde ferner beobachtet?) bei Prolin, Leucin und vielleicht 
auch bei Histidin. 


1) S. Frankel und Feldsberg, diese Zeitschr. 120, 218, 1921. 
2) S. Frdnkel und Gallia, Liebster, Rosen, ebendaselbst 145, 295, 1924. 
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Einzelne Aminosaiuren andern sich gar nicht, wie das 1-Prolin, 
d-iso-Leucin und d-Valin, welche auf héchst einfache Weise isoliert 
wurden, wahrend bekanntlich d-iso-Leucin z.B. nur nach einem 
iuBerst komplizierten Verfahren von F. Ehrlich aus dem Gemenge 
beider Leucine abgetrennt wurde. 

Einzelne, wie d-Alanin, d-Glutaminsiure, 1-Oxyprolin, 1-Serin und 
d-Valin werden racemisiert. Auch Decarboxylierung von Glykokoll 
wurde beobachtet, wobei Methylamin entstand'). 

Wir haben nun Casein nach der gleichen Methode enzymatisch 
hydrolysiert und die Produkte aufgearbeitet, und es ist uns gelungen, 
neben einigen bekannten und in friiheren Arbeiten beschriebenen 
Verbindungen mehrere andere darzustellen, die nicht bekannt oder 
wenig studiert sind. Vor allem anderen ist es uns gelungen, auf eine 
héchst einfache Weise eine Substanz darzustellen, die vielleicht in 
Beziehung steht oder identisch ist mit einer Substanz, die Z. Skraup 
und Emil Fischer und Abderhalden beschrieben haben. Diese Forscher 
haben nach verschiedenen Verfahren Substanzen aus Casein dargestellt, 
deren Eigenschaften aber nicht in allen Punkten untereinander korre- 
spondieren und auch nicht mit der von uns dargestellten Verbindung. 


So hat Z.Skraup unter dem Namen Caseinséiure eine Verbindung 
erhalten und beschrieben, die er durch Hydrolyse des Caseins erhielt, und 
zwar auf eine recht komplizierte Weise. Er veresterte die durch Séure- 
hydrolyse gewonnenen Aminoséuren nach dem Verfahren von Emil Fischer 
und holte mit alkoholhaltigem Ather den darin léslichen Anteil der 
Chlorhydrate der Aminosdureester heraus. Den in Ather unldslichen Anteil 
fallt er mit 50proz. Phosphorwolframséure. Das Filtrat von der Fallung 
wird in bekannter Weise mit Atzbaryt von der iiberschiissigen Phosphor- 
wolframséure befreit. Das von Baryt befreite Filtrat wird hierauf eingeengt, 
es kristallisiert Leucin und Tyrosin aus. Aus der Mutterlauge dieser Amino- 
siuren wird in bekannter Weise das Glutaminséurechlorhydrat entfernt 
und das Filtrat hierauf mit Kupfercarbonat gekocht. Man bekommt dann 
die Kupferchloriddoppelsalze der Kupfersalze der Aminoséuren. Setzt man 
nun zu dem Filtrat die gleiche Menge Alkohol zu, so fallt eine Verbindung 
heraus, die Skraup ,,caseansaures Kupfer‘ nennt. Das Filtrat engt er ein 
und fallt schlieBlich mit absolutem Alkohol. Die Fallung benennt er 
..caseinsaures Kupfer“. Sie besteht aus zwei Aminosiéuren gleicher Zu- 
sammensetzung, aber differenter Schmelzpunkte. Denn, wenn man die 
Kupfersalze zerlegt, erhalt man eine optisch aktive Siure vom Schmp. 228° 
und eine inaktive Aminosiiure vom Schmp. 243 bis 244°. Beide geben 
bei der Analyse die gleichen Werte, welche sich auf die Formel C,,H,,O;N, 
rechnen lassen. 

In der ersten Mitteilung*) beschrieb Skraup erst die Caseinsiure als 
eine Verbindung mit der Bruttoformel C,,H,,0,N,, und zwar als eine 
zweibasische Séure, die in zwei Modifikationen auftreten kann, von denen 
eine bei 226° schmilzt, schwach rechsdrehend ist und in leidlich ausgebildeten 


1) S. Frankel und P. Jellinek, diese Zeitschr. 130, 592, 1922. 
2) Ber. 87, 1596, 1904. 
Biochemische Zeitschrift Band 182 29 
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Prismen kristallisiert. Die andere schmilzt bei 246°, ist inaktiv und bild: 
prismatische Kristalle, welche aber undeutlich ausgebildet sind. In di 
darautfolgenden Arbeit!) beschrieb er die aktive Saure mit der Brutto- 


formel C,,H,0O,;N,, Schmp. 228°, [a]p + 0,13°, wihrend er den Schm). 


der inaktiven Siéiure zu 243 bis 244° bei gleicher Bruttoformel angibt. 


Man sieht, daB die Angaben von Z. Skraup iiber den Wasserstoff- 
gehalt dieser beiden Sauren nach kurzer Zeit schon sehr differierten 
Es ist auffillig, bei den Untersuchungen von Skraup, daB entgegen 
allen Erfahrungen der Schmp. der inaktiven Saéure um 16° héher an- 
gegeben ist als der der aktiven. 


Auf eine andere Weise kamen Emil Fischer und Emil Abderhalden®*) 2. 
einer Verbindung, die sie aber nicht fiir identisch halten mit der Caseinséur 
von Skraup. Die genannten Forscher hydrolysierten Casein mit Schwefelsiure 
und entfernten die Schwefelsiure in bekannter Weise mit Baryt, engten ein 
und lieBen das Tyrosin auskristallisieren. Dieses enthalt schon einen Teil 
der neuen Verbindung. In der Mutterlauge liegt noch ein weiterer Tei! 
der neuen Verbindung vor. Man kristallisiert die Mutterlaugen weiter uni 
wascht aus den neu erhaltenen Kristallfraktionen Leucin und Glutamin- 
séure mit Wasser heraus. Aus der Mutterlauge fillt man mit Phosphor 
wolframséure eine neuerliche Menge der neuen Substanz aus. 


Man sieht schon, daB hier eine Differenz in den Angaben iiber die 
Eigenschaften dieser Aminosiuren besteht, da Skraups Caseinsiiure 
mit Phosphorwolframsaure nicht faillbar ist, wihrend FZ. Fischer gerade 
die Fallung mit Phosphorwolframsiure zur Darstellung beniitzte. 


E. Fischer zerlegte das ausgefillte Phosphorwolframiat in iibliche: 
Weise mit Baryt und engte die barytfreie Lésung bis zur Kristallisation 
der neuen Séure ein. Sie wurde aus heiBem Wasser umgelést. Die aus- 
geschiedenen Kristalle wurden in starker Salzséiure aufgelést, die hierauf aus- 
geschiedenen Kristalle des Chlorhydrats in warmem Wasser aufgenommen 
und die freie Siure durch Neutralisation mit Ammoniak gefallt. EF. Fischer 
erhielt eine optisch-aktive Séure [a], — — 9°, welcher Wert ebenfalls von 
dem von Skraup angegebenen lifferiert. 

Die Bruttoformel C,,H,,0,;N, differiert ebenfalls von den beiden 
Angaben iiber Caseinsiure, da der Wasserstoffwert héher angegeben ist. 
Der Schmp. der optisch-aktiven Séure von E. Fischer ist weitaus héher als 
der der Caseinséure, néimlich 255°. Die von ihnen gefundene Séure fassen 
E. Fischer und Abderhalden als eine Trioxydiaminododekansdure auf, ohne 
einen Konstitutionsbeweis anzutreten. Sie lassen es unbestimmt, ob hier 
eine gerade oder verzweigte Kohlenstoffkette vorliegt. 


Wir sind bei unseren Untersuchungen auf eine Substanz gestoBen. 
die vielleicht in Beziehung steht zu den von Skraup und Fischer be- 
schriebenen Verbindungen, wobei vielleicht anzunehmen ist, dal 
Skraup seine Substanz, nimlich die Caseinsiure, nicht in geniigender 
Reinheit zur Analyse gebracht hat. 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 274, 1904. 
2) Ebendaselbst 42, 540, 1904. 
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Dodecandiaminodicarbonsaéure aus Casein. 


Wir wollen vorerst den Gang der Auffindung schildern : 


Wir haben 500g Casein in 5 Liter 0,5proz. Sodalésung und 2 g 
Pankreatin 60 Tage lang in Thermostaten bei 37° stehen lassen. Zum 
Schutze wurde reichlich Toluol und Chloroform in die Lésung ein- 
gerihrt. Beim Abbrechen des Versuches wurde von einer reichlichen 
Ausscheidung von Kristallen abfiltriert. In den ausgeschiedenen 
Kristallen war, wie die spiteren Untersuchungen gezeigt haben, die 
neue Verbindung nicht zu finden. Das Filtrat von der spontan aus- 
geschiedenen Kristallmasse, welches alkalisch reagierte, wurde nun auf 
| |., Liter im Wasserstoffstrom und Vakuum eingeengt. Es schied sich eine 
neue Kristallfraktion ab. Diese Kristalle zeigten sowohl die Millonsche 
als auch die Tryptophanreaktion') schwach. Beim Umkristallisieren 
sieht man im Mikroskop verschiedene Kristallformen. Diese Kristalle 
wurden mit 11. Liter Alkohol kurz aufgekocht. Der Alkohol nimmt 
die braunrote Farbe auf, 148t aber die Hauptmasse der Kristalle un- 
gelést, welche man auf einem Dampftrichter abfiltrieren kann. Hierauf 
lést man sie in 700 cem siedenden Wassers auf. Beim Einengen kristalli- 
siert die Substanz wieder, ist aber noch immer rosa gefiirbt. Sie wird 
daher wiederum in heiBem Wasser gelést und mit einer ganz kleinen 
Menge Tierkohle gekocht, filtriert und bis zur Ausscheidung von 
Kristallen eingeengt. Beim Abkiihlen scheidet sich die Hauptmenge 
aus, die wiederholt umkristallisiert wurde. Nach mehrfachem Um- 
kristallisieren verschwand die friiher spurenweise auftretende Tyrosin- 
und Tryptophanreaktion vollstandig und die so gewonnenen Fraktionen, 
welche den gleichen Schmp. zeigten, wurden vereinigt, und nach noch- 
maligem Umkristallisieren tiber Schwefelsiure im Vakuum getrocknet. 
Die Kristalle waren wei®, unléslich in Alkohol, unter dem Mikroskop 
zeigten sie Doppelbrechung und bei gekreuzten Nikols Rosetten und 
kugelférmige Kristallaggregate. Der Geschmack ist ein wenig bitter. 
Im Landolt-Lippichschen Apparat mit der Emil Fischerschen Mikro-An- 
ordnung erwies sich die Substanz als inaktiv, in einer zugeschmolzenen 
Kapillare schmilzt sie bei 255,4°. Bei 120° verliert sie nichts an Gewicht. 

Diese vakuumtrockene Substanz wurde verbrannt und gab folgende 
Werte: 

6,500 mg Sbst. 12,400mg CO, 5,490mg H,0O, 
4,905 ,, 9 9,400 ,, CO, 4,250 ,, H,O, 
2,106 ,, »  0,190cem N, (17°, 738 mm), 
3,449 » ww 0,814, N, (17, 738 ,, ). 
Fiir die Formel C,,H,g.0,;N,: Ber. C 51,75, H 9,42, N 10,07, 
Gef. C 52,04, H 9,45, N 10,31, 
’ 52,28, H 9,70, N 10,41. 


1) Hopkins, Proc. of the roy. soc. London 68, 21. 
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Diese Elementaranalyse stimmt nun tiberein mit den von Ej 
Fischer und E. Abderhalden fiir ihre Trioxydodecansiure gewonnenen 
und zeigt Wasserstoffwerte, wie diese und nicht wie die Skrawpschen 
Analysen fiir Caseinsiure. 

Um nun zu ermitteln, in welcher Form die zwei Stickstoffatome 
vorhanden sind, wurde die Aminogruppenbestimmung nach van Slyke!) 
vorgenommen und die Formoltitration nach Sérensen*). 

Die Bestimmung nach van Slyke ergab: 

In Wasser geléste: 

33,920 mg Sbst. geben 7,6 ccm N, (23°, 745 mm), 
43,250 ,, 5 a ae a ee 
Ber. fiir C,,H,,0,(N Hy), 10,07 N, gef. 12,31 N, gef. 11,61 N. 

Man sieht also, daB durch die Einwirkung von salpetriger Siure 
die Anwesenheit zweier NH,-Gruppen festgestellt werden kann, dat 
also der gesamte Stickstoff dieser Verbindung in Form von zwei Amino- 
gruppen in ihm enthalten ist. 

Das gleiche Resultat zeigt die Formoltitration. 

Die nach Sérensen bereitete frische Formaldehydlésung wurde 
mit 19,820 mg Substanz, in Wasser gelést, vermischt. Bei der Titration 
wurden verbraucht 1,6ccem n/10 Lauge, wihrend der fiir zwei Carb- 
oxylgruppen berechnete Verbrauch 1,43 ccm betragen sollte. 

Hiermit ist der Beweis erbracht, daB nach Aufheben des basischen 
Charakters der Aminogruppen die zugesetzte Lauge zwei Carboxy)- 
gruppen neutralisierte. Es laBt sich also die Formel nach diesen 
Bestimmungen vorliufig auflésen in Cj)H O(N H,),(C OO H),. 

Molekulargewichtsbestimmung nach Rast: 0,970 mg Substanz wurden 
mit 20,380 mg Campher geschmolzen. Depression 8°. Molekulargewicht 
ber. fiir C,.H,,0,N, 278, fiir C,,H,,O,N, 260 gef. 238. 

Es lag die Vermutung nun nahe, daB die Substanz, trotzdem sic 
bei 120° getrocknet war, doch den noch nicht aufgeklarten letzten 
Sauerstoff in Form von Kristallwasser enthalt. Daher wurde die Kristall- 
wasserbestimmung bei einer noch héheren Temperatur vorgenommen. 

Kristallwasserbestimmung: 294,240 mg Substanz bei 125 bis 130" 
4 Stunden bis zur Konstanz getrocknet, verloren 17,780 mg. Fiir 1 Mol. H,O 
ber. 6,47, gef. 6,01. 

Der Schmelzpunkt der nun vom Kristallwasser befreiten Diamino- 
dicarbonséure betragt 261,5°. 

Da sich durch die Kristallwasserbestimmung herausgestellt hat. 
daB die Substanz mit einem Molekiil Wasser kristallisiert, also nicht 
fiinf Sauerstoffe, sondern nur vier Sauerstoffe enthalt, so war es klar, 
wie es auch aus der Formoltitration hervorgeht, daB sie nur vier 


!) Journ. of biol. Chem. 9, 185, 1911. 
2) Diese Zeitschr. 7, 45, 1908. 
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Sauerstoffe in Form von zwei Carboxylgruppen und keinen anderen 
Sauerstoff enthalt, und daB die friiheren Forscher den Kristallwasser- 
sauerstoff fiir einen integrierenden Bestandteil der ,,Diaminotrioxy- 
dodecansiiure“ bzw. Caseinsiure hielten. Der Beweis, daB es sich 
um eine Diaminodicarbonsiure handelt, konnte, wie im Spateren gezeigt 
wird, erbracht werden. 

Vorerst ist gezeigt worden, dab auf je eine Carboxylgruppe eine 
Aminogruppe im Molekiil enthalten ist. 

Die von Kristallwasser befreite Substanz vom Schmp. 261,5° zeigte 
folgende Analysenwerte : 

3,480 mg Sbst. 7,035 mg CO, 2,915 mg H,0O, 
2,590 , , 5,277, CO, 2,190 ,, H,O, 
3,425 »  0,320cem N, (17°, 745 mm), 
2,940 ,, . 0,275 ,, N, (17%, 745 ,, ). 
Fiir die Formel C,,H,,O,N, ber.: C 55,39, H 9,30, N 10,77, 
gef.: é 5, H 9,37, N 10,78, 
of H 9,46, N 10,86. 

Die Substanz ist sublimierbar, das Sublimat hat denselben Schmp., 
wie die vom Kristallwasser befreite Ausgangssubstanz. Bei der Ele- 
mentaranalyse der sublimierten Substanz erhalten wir folgende Werte: 

4,175 mg Sbst. 8,480 mg CO, 3,705mg H,0O, 
2,266 ,, , 4,613, CO, 1,989 ,, H,O, 
LG2 » 0,147 cecem N, (15°, 745 mm), 
2,060 ., “oe Soe Se) ee 
Fiir die Formel C,,H,,0,N, ber.: C 55,39, H9,30, N 10,77, 
gef.: C€ 55,28, H9,90, N 10,61, 
C 55,53, H 9,82, Y 10,44. 

Das Chlorhydrat des Esters der Diamirodicarbonsdure: 0,6 g der 
Substanz wurden in 5cem absolutem Alkohol suspendiert und 
reines Salzsiuregas unter Kiihlung eingeleitet. Die Saure geht in 
Alkohol in Lésung, nach 3 Stunden wird die Einleitung abgebrochen, 
die Lésung bei Zimmertemperatur stehen gelassen, dann im Vakuum- 
exsikkator tiber Kalk und Atznatron und Schwefelsiure eingeengt. Es 
bildet sich ein Kristallbrei, welcher auf einer Tonplatte im Vakuum 
abgesaugt wird. Man nimmt die Kristalle von der Platte ab, lést sie 
in heiBem, absolutem Alkohol und la8t sie wieder auskristallisieren. 
Die Kristalle zeigen nach wiederholtem Umkristallisieren den 
Schmp. 120,5°. Die Analyse ergab folgende Werte: 

3,987 mg Sbst. 6,900 mg CO, 2,950 mg H,0O, 
2,350 ,, » 4,065 ,, CO, 1,819 ,, H,O, 
2,960 » 0,187 cem N, (15°, 741 mm), 
1,970 , » ane w me teee ee «o bh 
1,970 » 0,97 cem n/100 AgNO,, 
2,115 , 1,035 ,, n/l00 AgNO,. 
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Berechnet fiir C,gH,,0;N,Cl,: 
ber.: C 47,18, H 8,84, N 6,88, Cl 17,44, 
gef.: C 47,21, H 8,26, N 7,23, Cl 17,46, 
C 47,19, H 8,66, N 7,23, Cl 17,32. 

Kristallwasserbestimmung bei 125° (iiber den Schmelzpunkt erhitzt): 
0,1000g Sbst. verloren 0,0042g. Ber. fiir C,,H,,O,N,Cl+ H,O 4,42. 
gef. 4,20. 

Athoxylbestimmung: 2,547 mg Sbst. geben 2,930 mg AgJ. Ber. fii: 
Cy, H,, O, N, Cl, (OC, Hs), + H,O 22,12, gef. 22,03 Proz. OC, H;. 

Aus dem Chlorhydrat des Esters wurde der freie Ester dargestellt 
0,1 g Substanz wurden mit einem kleinen Uberschu8 von Silbercarbonat 
geschiittelt und nach mehrstiindigem Stehen vom Silber abfiltriert und 
das Filtrat eingeengt. Der Ester wurde aus Wasser umkristallisiert 
Schmp. 210°. 

2,690 mg Sbst. 0,214 cem N, (16°, 743 mm). C,g.H,,0,N, ber. N, 8,86, 
gef. 9,18. 

Molekulargewichtsbestimmung nach Rast: 0,660 mg Sbst. 14,220 mg 
Campher. Depression 6°. Ber. fiir C,,H,,0,N, 316, gef. 309. 

Die Bruttoformel C,.H,,N,O, der gefundenen Aminosaure, welche 
vielleicht identisch ist mit der sogenannten Triox ydiaminododekansaure 
von E. Fischer und E. Abderhalden, laBt sich daher nach unseren bis- 
herigen Untersuchungen auflésen in: C,)H,,.(N H,),.(C OOH), + H,0. 

Unsere Substanz ist nicht mit Phosphorwolframsaure fallbar 
Wir haben also eine Aminosiure gefunden, welche ohne Anwendung 
komplizierter Methoden, wie sie von Skraup und Emil Fischer an. 
gewandt wurden, erhalten werden konnte, von welcher aber nicht 
sicher ist, ob sie mit der Caseinsiure oder mit der Trioxydiamino-. 
dodecansiure identisch ist. 

Am wahrscheinlichsten ist es, dab sie mit der letzteren identisch 
ist, wenngleich mehrfache Differenzen bestehen, so der verschiedene 
Schmp., die optische Aktivitét und die verschiedene Fallbarkeit mit 
Phosphorwolframsaure. 

Die als Caseinsiure bezeichnete Substanz zeigt nach den ver- 
schiedenen Forschern folgendes physikalisches Verhalten: 





Schmp. Drehung Kristallform 
WD ns a se 228° + 0,13° I Prismen in kolbenférmige: 
> ee ey 243—244° _inaktiv || Aggregaten. Undeutlic! 
CS ee ee 255° —9°  Rosetten, kugelf. Aggregate 
Eigene Beobachtung. . . 255,4° inaktiv Wir finden die gleichen Kri- 


stallformen wie E. Fisch 
und E. Abderhalden. 


Wie dem auch immer sein mag, haben wir eine neue Aminosaure 
aus dem Verdauungsgemisch auf eine héchst einfache Weise isoliert 
die sich als Dodecandiaminodicarbonsiure erwies, da sowohl zwe' 
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\minogruppen als auch zwei Carboxylgruppen in ihr enthalten sind. 
Der fiinfte Sauerstoff, dessen Funktion 2. Fischer und E. Abderhalden 
als emer Hydroxylgruppe angehérig aufgefaBt haben, erwies sich bei 
unserer Verbindung als einem Kristallwasser angehérig, welches erst 
bei héheren Temperaturen abgespalten wird. 


Oxyprolin. 

Auber dieser Verbindung haben wir noch bei dieser Untersuchung 
in einer anderen als bisher beschriebenen Art das Oxyprolin darzu- 
stellen vermocht. 

Wahrend S. Frankel und J ellinek') aus der Mutterlauge des Tyrosin- 
anhydrids, nach vorheriger Entfernung des Tryptophananhydrids mit 
Quecksilbersulfat, Oxyprolin mit Alkohol fallten, haben wir in ein- 
facherer Weise, ohne Quecksilbervorbehandlung, die Mutterlauge der 
neuen Dodecandiaminodicarbonsaure mit viel Alkohol gefallt und 
den Niederschlag wiederholt auf der Zentrifuge mit Alkohol ge- 
waschen und dann mit 50proz. Alkohol ausgekocht. Beim Abkihlen 
der Lésung erhielten wir Oxyprolin Schmp. 270°. Die Analyse 
ergab folgende Werte: 

4,775 mg Sbst. 8,010 mg CO, 3,143 mg H,0O, 
4,630 ,, » 0,440 cem N, (26°, 741 mm). 
Ber. C;H,O,N: C 45,92, H 6,97, N 10,76. 
Gef. C 45,79, H 7,36, N_ 10,66. 

Wir haben auch noch eine weitere Substanz darstellen kénnen, wenn 
auch die Ausbeute eine so geringe war, daB die weitere Konstitutions- 
ermittlung einer neuen Arbeit vorbehalten bleiben muB. Der Alkohol, 
mit welchem die rohe Dodecandiaminodicarbonsaure ausgekocht wurde 
(s. 8S. 437), wurde sehr stark konzentriert, wobei sich beim Abkiihlen ein 
Niederschlag ausschied. Dieser wurde in wenig Wasser gelést und mit 
Alkohol gefallt. Der Schmp. lag bei 266°, die Substanz reagierte 
schwach sauer, die Elementaranalyse ergab folgende Werte: 

2,765 mg Sbst. 4,955mg CO, 2,200mg H,O, 
4,635 ,, » 8,385 ,, CO, 3,680 ,, H,O, 
1,780 ,, » 0,202 cem N, (24°, 745 mm), 
2,055 ,, » 0,233 ,. N, (24, 745 ,, ). 
Ber. C,H .0,N,: C 49,11, H 9,16, N 12 
Gef. C 48,89, H 8,9, N 12 
C 49,35, H 9,89, N 12 

Formoltitration: 7,720mg verbrauchten 3,275 ccm n/100 Lauge. 

Ber. 20,45, gef. 19,34 fiir eine Carboxylgruppe. 


‘ 
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1) S. Frdnkel und Jellinek, diese Zeitschr. 180, 592, 1922. 








Uber Avitaminose bei Tauben, 
welche der GroGhirnhemisphiren beraubt sind. 


Von 
B. J. Bajandurow. 
(Aus dem physiologischen Institut der Staatlichen Universitat Tomsk.) 
(Eingegangen am 3. Januar 1927.) 


Mit 15 Abbildungen im Text. 


Die sogenannte Vitaminfrage ist noch bis heute eine der Kern- 
fragen in der Physiologie. Ungeachtet der kollossalen Menge von 
Forschungen, welche in der letzten Zeit veréffentlicht sind, bleibt noch 
sehr vieles ungeklart. 

Fiir meine Versuche benutzte ich erkrankte Tauben, welche mit ge- 
schiltem, sterilisiertem Reis gefiittert wurden. Zum ersten Male wurde 
diese Erkrankung von Eykmann (1) experimentell an Végeln hervorgerufen 
und von ihm als Polyneuritis gallinarum benannt. Spaterhin wurden seine 
Arbeiten an einem reichlichen Material, hauptsachlich durch Funk (2) u. a., 
gepriift und bestatigt. Die sogenannte ,,Beriberi‘‘ der Végel wurde von 
Funk an einer groBen Anzahl von Tauben erhalten. Die Ursache der Er- 
krankung ist das Fehlen der Vitamine in der Nahrung. Die Symptome 
der ,,Beriberi“ bei Tauben offenbaren sich: 1. in progressierendem Sinken 
des Kérpergewichts und 2. inder Entwicklung polyneuritischer Erscheinungen. 
Die Erkrankung an sich verléiuft nicht mit einem Male. Funk. unter- 
scheidet folgende Symptomformen, welche dem Tode der Taube vorher- 
gehen und im Laufe von 12 bis 24 Stunden anhalten: die spastische, die 
atrophische, die paralytische und die spastisch-paralytische. Auf diese 
Formen begriindete auch ich meine Versuche, auBerdem wandte ich das 
von Funk vorgeschlagene Provokationsverfahren zur Friihdiagnose der 
Erkrankung an (d.h. das ,,Aufwerfen‘* der Taube). 


In meinen Versuchen nahm ich sowohl diese als auch jene Sym- 
ptome in Betracht. Allein besonders interessant schien mir das Sinken 
des Koérpergewichts zu sein. In unserem Laboratorium wird unter 
Leitung von Prof. Popow schon im Laufe einiger Jahre die Frage 
iiber einige vegetative Funktionen des Nervensystems bei Tauben 
studiert. Es erwies sich, daB bei Verletzung des GroBhirns bei Tauben 
die Regulation des Kérpergewichts scharf gestért wird, wobei als 
besonders wichtiges Symptom dieser Stérung das enorme Steigen des 
Kérpergewichts nach der Operation ins Auge fallt. Ich setzte mir als 
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\ufgabe, die Frage zu lésen, ob bei Tauben, welche der GroBShirn- 
hemispharen verlustig geworden sind, das Kérpergewicht ebenso sinke, 
wie bei normalen Tauben, oder ob irgend ein Unterschied vorhanden 
sei. Die Versuchsanordnung war folgende: es wurden zwei Tauben 
von annahernd gleichem Gewicht genommen, dieselben wurden einer 
bestimmten Diat unterworfen (25 g Weizen und 15 g Wasser pro Tag). 
Wenn nun das Kérpergewicht der Taube auf einer bestimmten Héhe 
mit relativ kleinen Schwankungen eingestellt war, wurde bei der einen 
das GroBhirn entfernt. Nachdem diese Taube wieder ihr Anfangs- 
| gewicht erreicht hatte, wurde sie zugleich mit der anderen auf Reis- 
fiitterung tibergefiihrt'). Der Zustand des Kropfes wurde piinktlich 
kontrolliert. 
Versuchsbeschreibung. 

1. Taube ,,Bib“* wurde am 24. Apri] 1925 in den Kafig gesetzt und bei 
Zwangsfiitterung gehalten*). Sie erhalt taglich 25g Weizen und lig 
Wasser. Das Anfangsgewicht 290g blieb in einer Héhe (Kurve 1), indem 
es um 285g schwankt. Am 10. Mai wurden beide GroBhirnhemisphiren 
entfernt. Das Gewicht fallt wiaihrend 24 Stunden scharf bis auf 270 ¢. 
Vom 11. Mai an wird sterilisierter Reis (25g) verabreicht. Das Gewicht 
steigt stoBweise schnell und erreicht am siebenten Tage sein Maximum (327 g), 
danach sinkt es allmahlich bis auf 300 g. Die Taube kam bei Erscheinungen 
spastisch-paralytischer Form der Polyneuritis um. 
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Abb. 1. Abb. 2. 


2. Kontrolltaube zum ,,Bib“, ,,Sneshok“, wurde am 24. April in den 
Kafig gesetzt und ebenso wie die erste bei derselben Diit gehalten. Sie 
wurde auch an demselben Tage, wie die erste, auf Reisfiitterung iiber- 
gefiihrt. Anfangsgewicht 265g (Kurve 2). Nach Reisfiitterung etliches 
Steigen, danach treppenférmiges Sinken des Gewichts, welches tm Moment 
der Erkrankung bis auf 225 g fallt. In diesem Falle haben wir das klassische 


1) 25¢ geschilten Reises, im Autoklav bei 2 Atm. Druck im Laufe von 
3 Stunden sterilisiert, und 15 g destillierten Wassers pro Tag. 

2) Um die Identitét der Versuchsanordnung nicht zu stéren, wurden 
die Tauben sowohl vor dem Reisregime als auch nach demselben der Zwangs- 
fiitterung unterworfen. 
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Senkungsbild des Kérpergewichts. Meine Kurve ist jener, welche Funk ;2 
in seiner Arbeit dargestellt hat, ahnlich. Zum Vergleich fiihre ich sie als 
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Kurve 3 an. Kauarve 1 der ,,Bib“ mit Kurve 2 
der ,,Sneshok* vergleichend, finden wir einen 
wesentlichen Unterschied. Wahrend ,,Bibs* 
K6érpergewicht bis zum Tode héher war als vor 
der Operation, sank das Gewicht der Kontroll- 
taube betrachtlich. 

3. Taube ,,Husar“’ wurde am 21. Februar 
in den Kafig gebracht und bei Zwangsfiitterung 
(25g Weizen und 15g Wasser) gehalten. Ihr An- 
fangsgewicht (290g) war jenem vor der Operation 
gleich. Am 7. Marz wurden beide GroBhirn- 
hemispharen entfernt. Das Gewicht fallt bis 
auf 250g, danach steigt es, und 7 Tage nach 


der Operation erreicht es seine Anfangshéhe (Kurve 4). Am 15. Marz wird 
die Taube auf Reisdiait iibergefiihrt. Das Gewicht fingt an, schnell zu 
steigen und erreicht sein Maximum (300g), danach sinkt es etwas und 
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Abb. 4. 


halt sich lange in der Héhe, welche es vor der Operation hatte. Im 
Moment der Erkrankung ist es gleich 280g, indem im Vergleich zum 
Anfangegewicht ein Unterschied von 10 g bemerkt wird. 

Fd 


16.1" 4. Kontrolltaube zum 





»Husaren“, ,,Sophi“, wurde 
wie die vorhergehende e- 
tT halten. Das Gewicht hielt 
sich bis zum Moment der 
|| UWherfiihrung auf Reis in 
A gleicher Héhe (290g). Nach 
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Anfang der Reisfiitterung 
charakteristisches Fallen des 
Gewichts. Im Moment der 














Erkrankung sinkt es bis auf 
220 ¢. In diesem Falle er- 
zi ‘| hielt ich ebenso wie auch: 

|_| beim,,Sneshok“ die typische 
Kurve des Vitaminhungerns. 
» Sophi* und ,,Husar“‘ kamen 
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5. Taube ,,Keth“, am 31. Mai in den Kafig gesetzt, erhilt Zwangs- 
nahrung (25 g Weizen und 15 g Wasser). Anfangsgewicht 295 g (Kurve 6). 
Das Gewicht hilt sich fast in gerader Linie mit unbedeutenden Schwan- 
kungen. Im Juni wurden beide Gro8hirnhemispharen entfernt. Das Gewicht 
falit bis auf 265g. Sofort nach der Operation Reisfiitterung. Am siebten 
Tage der Reisfiitterung erreicht das Gewicht sein Maximum, welches 
jenem vor der Operation gleicht, alsdann wird wieder ein Sinken und nach- 
dem ein Steigen des Gewichts beobachtet. Im Moment des Todes war das 
Gewicht nur um 10¢ niedriger als jenes vor der Operation. Die Taube 
verendete am 14. Tage mit Polyneuritiserscheinungen. 
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Abb. 6. Abb. 7. 


6. Taube ,,Don‘*, Kontrolle zw ,,Keth“, wurde ebenso wie die vorher- 
gehende gehalten. Das Anfangsgewicht war 280g (Kurve 7). Vor der 
Reisdiat hielt sich das Gewicht in einer Héhe, indem es geringe Schwan- 
kungen auf- und abwarts zeigte. Vom Mcment der Uberfiihrung auf Reis 
angefangen, fallt das Gewicht schnell und weist im Moment der Erkrankung 
die Ziffer 245 ¢ auf. Die Taube verendete am 16. Tage mit Erscheinungen 
spastisch-paralytischer Form der Polyneuritis, wobei sie 35g an Gewicht 
verloren hatte. 

7. Taube ,,Lastotschka‘* wurde am 23. Februar 1926 bei demselben 
Regime in den Kafig gesperrt. Antangsgewicht war 290g. Das Gewicht 
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vor der Operation schwankte zwischen 280 und 275 g (Kurve 8). Im Moment 
der Operation war das Gewicht gleich 285g. Am 9. Marz wurden beide 
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GroBhirnhemispharen entfernt. Das Gewicht fallt bis auf 265g. Am 
neunten Tage erreicht es seine Anfangshéhe, wonach die Taube auf Reisdiiit 
iibergefiihrt wird. Nachdem steigt das Gewicht und erreicht sein Maximum 
(305 g). Danach schwankt das Gewicht etwa in Normalgrenzen, mit einem 
Male fallt es schnell, zugleich treten die ersten Erkrankungssymptome auf: 
leichte Krampfe, ataktischer Gang, beim Aufwerfen fliegt die Taube mit 
wachsender Schnelligkeit kraftig vorwirts und st6éBt sich an unterwegs 
vorkommende Gegenstinde. Erbrechen. Im Moment der Erkrankung war 
das Gewicht gleich 265g. Bei dieser Taube wurde die Behandlung de: 
Krankheit angewandt, welche in der Uberfiihrung zur friiheren Diat 
(Weizen) bestand. Am fiinften Tage der Behandlung erreichte die Taube 
ihr Anfangsgewicht, und am 23. Tage wog sie 3152. Vom Anfang der Reis- 
fiitterung bis zum Moment der Erkrankung vergingen 11 Tage. 5 Tage 
nach Anwendung der Behandlung wurde die Taube wieder auf Reisfiitterung 
ibergefiihrt, das Kérpergewicht war zu dieser Zeit gleich 310g. Die Er- 
krankung trat am 14. Tage ein. Im Moment der Erkrankung fiel das Gewicht 
bis auf 300 g. Der Verlust an Kérpergewicht machte 10 g¢ aus im Vergleich 
zum Gewicht vor der zweiten Reisgabe. Beziiglich des Gewichts vor der 
Operation hat die Taube nicht nur nicht abgenommen, sondern sogar 20 g 
zugenommen. 5 Tage nach der Erkrankung wurde die Taube wieder auf 
Reis tibergefiihrt. Zu dieser Zeit wog sie 310g. Die Erkrankung trat am 
12. Tage ein. Das Gewicht fiel bis auf 295 g. Die Taube verlor an Gewicht 
im Moment der dritten Erkrankung 15 g im Vergleich zum Gewicht vor 
der dritten Reisgabe, dennoch war dieses Gewicht um 15g héher als vor 
der Operation. Nach Anwendung der Behandlung erholte sich die Taube 
und erreichte ihr Anfangsgewicht am 12. Tage. Danach fingt das Gewicht 


der Taube an, treppenférmig zu sinken, und bei 290 g wird sie wiederum 
auf Reis gesetzt. Die Erkrankung trat am 16. Tage ein. Zu dieser Zeit 
fiel das Gewicht bis auf 270g. Die Taube verlor diesmal an Gewicht 
20 g, im Vergleich aber zum Gewicht vor der Operation nur 10g. Nach 
Anwendung des Heilverfahrens hielt sich das Gewicht lange Zeit auf 
niedrigen Ziffern. Die Taube wurde am 135. Tage nach der Operation 
getétet. 


8. Taube ,,Laska‘‘, Kontrolle zur ,,Lastotschka“*, wurde zu gleicher 
Zeit mit der vorhergehenden bei gleicher Kost in den Kafig gesperrt. 
Anfangsgewicht 285g. Vor dem Anfang der Reisfiitterung schwankte 
das Gewicht zwischen 290 und 275g. Im Moment der Uberfiihrung auf 
Reisfutter machte das Gewicht 285 g aus. Nachdem schnelles Fallen des 
Gewichts, Aufstieg bis zum Anfangsgewicht und wiederum Fallen bis auf 
240g. Wahrend bei der vorhergehenden Taube sich ein volles Bild der 
Polyneuritis entwickelte, bemerkte man bei der ,,Laska‘‘ durchaus keine 
Anzeichen, sogar bei Provokation, welche im Aufwerfen bestand. Diese 
Taube wurde zu gleicher Zeit mit ,,Lastotschka“ auf Weizen iibergefiihrt. 
Das Gewicht der Taube fing an, langsam treppenférmig zu steigen, und 
erreichte ihr Antangsgewicht erst am 28. Tage. wonach sie zum zweiten Male 
auf Reiskost iibergefiihrt wurde (Kurve 9), wiederum gleichzeitig mit der 
vorhergehenden Taube. Zu dieser Zeit wog sie 280g. Wahrend bei der 
dezerebrierten Taube schon am 14. Tage des Reisregimes ein volles Bild 
der Erkrankung erhalten wurde, konnte bei der Kontrolltaube ,,Laska‘ 
an diesem Tage nichts bemerkt werden, was auf Erkrankung hindeutete, 
obgleich das Gewicht der Taube bis auf 245g gesunken war. Folglich 
verlor die Taube in dieser Zeitspanne 35 g an Gewicht. Nach Uberfiihrung 
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auf Weizen erreichte die Taube ihr Anfangsgewicht (280 g) am vierten Tage. 
Nachdem wurde sie zum dritten Male auf Reis iibergefiihrt, gleichfalls 
zusammen mit ,,Lastotschka’. Diesmal wurde die Beobachtung bis 
zum <Auftreten der Erkrankung gefiihrt, welche am 15. Tage eintrat, 
wihrend ,,Lastotschka** am zehnten Tage erkrankte. Zu diesem Moment 
fiel das Gewicht bis auf 225 g. Im ganzen verlor die Taube 55 g an Gewicht. 
Ungeachtet der angewandten Heilmethode gelang es nicht, das Gewicht 
bis auf die friihere Héhe zu bringen. Am 33. Tage der Weizenkost wurde 
die Taube zum vierten Male auf Reiskost iibergefiihrt. In diesem Moment 
wog die Taube 265 g. Die Erkrankung trat am 19. Tage ein. Das Gewicht 
fiel bis auf 220g. Die Taube verlor an Gewicht 45 g¢. 
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9. Taube ,,Alpha‘ wurde am 17. Juli 1926 bei gleicher Kost in den 
Kifig gesetzt. Das Gewicht vor der Operation schwankte zwischen 248 
und 251 g. Die Operation wurde in iiblicher Weise ausgefiihrt. Am achten 
Tage nach der Operation erreichte das 
Gewicht seine Anfangshéhe. Die Taube ne . —— 
wurde auf Reiskost iibergefiihrt. Die 
Erkrankung an Polyneuritis erfolgte 
am 19. Tage. Das Gewicat fiel im 
Moment der Erkrankung bis auf 245 g. 
Die Taube hatte nur 6g _ verloren. 
Nach Anwendung des Heilverfahrens 
erreichte die Taube ihr Anfangsgewicht 
am zweiten Tage der Behandlung 
(Kurve 10). 11 Tage nach der ersten 
Erkrankung wurde die Taube zum 
zweiten Male auf Reis_ iibergefiihrt. 
Hierbei wog sie 265g. Die zweite Er- 
krankung trat am zehnten Tage ein. Das Gewicht fiel bis auf 250g. 
Gewichtsunterschied = 15g. Die Behandlung hob das Gewicht nicht. 
Die Taube wurde getétet. 


10. Taube ,,Beta‘‘ wurde ebenso gehalten wie die vorige. Die Operation 
warde an ihr auf iibliche Weise gleichzeitig mit der ,,Alpha“ vollzogen. 
Sie wog vor der Operation 285 g. Am achten Tage, als sie wieder das Anfangs- 
gewicht erreicht hatte, wurde sie auf Reis iibergefiihrt. Erscheinungen 
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Abb. 10. 
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von Polyneuritis traten am 14. Tage ein und endeten letal. Im Moment 
der Erkrankung war das Gewicht bis auf 270g gefallen (Kurve 11). Di: 
Taube hat 15g an Gewicht verloren. 


11. Taube ,,Gamma‘“, Regime dasselbe. Das Gewicht vor der Operation 
war 280 ¢. Am siebenten Tage nach der Operation erreichte das Gewicht 
die Anfangshéhe. Einschaltung der Reisfiitterung. Die Erkrankung trai 
am 17. Tage ein. Das Gewicht im Moment der Erkrankung war gleich 
307 g (Kurve 12). Die Taube hat sogar an Gewicht 27 g zugenommen. 
Am 13. Tage nach der Erkrankung wurde sie zum zweiten Male auf Reis 
iibergefiihrt. Zu dieser Zeit wog sie 340 g. Die Erkrankung trat am 13. Tage 
ein. Im Moment der zweiten Erkrankung war das Gewicht 315 g. Im Ver. 
gleich zum Anfang der zweiten Reisfiitterung hat die Taube 25 g an Gewicht 
verloren, dagegen im Vergleich zum Gewicht vor der Operation hat six 
35g zugenommen. Wahrend der 
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12. Taube ,,Delta‘. Ubliches Regime und Operation. Vor der Operation 
wog sie 270g. 7 Tage nach der Operation, als das Anfangsgewicht erreicht 
war, wurde sie auf Reis iibergefiihrt. Die Erkrankung trat am 17. Tage 
ein. Hierbei wog die Taube 268 ¢. Sie 


















































3007 if. T ao au hatte nur 2 g an Gewicht verloren. Am 
BS Re 14. Tage nach Anwendung des Heil- 

290 & 3 verfahrens hob sich das Gewicht bis 
280|— = ‘a auf 290g. Alsdann wurde sie auf Reis 
—~ uf s iibergefiihrt. Am elften Tage trat die 

270 - - Erkrankung ein. Das Gewicht war 
dabei bis auf 270g gefallen. Die Taube 

260|-¥ i hat also 20g an Gewicht im Vergleich 
250 | zu jenem verloren, welches im Moment 
a. 2 des Anfangs der zweiten Reisfiitterung 


vorhanden war. Im Vergleich aber 


zam Gewicht vor der Operation hat sie nichts verloren. Wahrend der 
Heilung schwankte das Gewicht an niederen Zablen (Kurve 13). Die Taube 


wurde getétet. 
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13. Taube ,,Omega‘* wurde in iiblicher Weise vorbereitet. Das Gewicht 
vor der Operation war 283g. Am siebten Tage, als das Anfangsgewicht 
erreicht war, wurde sie auf Reis gebracht. Erscheinungen der Polyneuritis 
traten am zwoélften Tage ein. Hierbei wog die Taube 305g (Kurve 14). 
Die Taube hatte an Gewicht 22 g zugenommen. Am 18. Tage der Heilung 
wurde sie wiederum bei einem Gewicht von 320g auf Reis tibergefiihrt. 
Als wieder Erkrankung eintrat, wog die Taube 270g. Im Vergleich zum 
Gewicht am Anfang der zweiten Reisfiitterung wog dic Taube um 50g 
weniger, im Vergleich aber zum Anfangsgewicht nur um 13¢. Wahrend 
der Heilung blieb das Gewicht niedrig. Die Taube wurde getétet. 
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Abb. 14. Abb. 15. 


14. Taube .,Tedy“, Kontrolltaube zu den dezerebrierten Tauben 
Alpha“, ,,Beta’, ,,Gamma*“, ,,Delta‘’ und ,,OQmega“. Sie wurde ebenso 
wie die dezerebrierten auf Diat gesetzt. Das Gewicht wabrend der Ein- 
schaltung der Reisfiitterung war 275g. Das Reisregime fing zu gleichet 
Zeit mit den dezereLrierten an. Die Erkrankung verlief typisch, Er 
scheinungen der Polyneuritis traten am 24. Tage ein. Das Gewicht am 
Anfang der Erkrankung war 210g (Kurve 15). Die Taube verlor 65 ¢ an 
Gewicht. Nach Anwendung der Kurkost erholte sich die Taube und erreichte 
ihr Anfangsgewicht am 14. Tage. 

Wenn wir uns zur Betrachtung der beiliegenden Tabelle wenden, 
so werden wir auf den scharfen Unterschied zwischen dem Verhalten 
und der Beziehung zur Erkrankung dezerebrierter und normaler Tauben 
aufmerksam. Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB das Gewicht der 
dezerebrierten Tauben im Moment der Erkrankung und demjenigen 
des Todes sehr unbedeutend fallt. In einigen Fillen ist das Gewicht 
im Moment der Erkrankung sogar héher als vor der Operation. Bei 
normalen Tauben, welche in diesem Falle als Kontrolle fiir die de- 
zerebrierten dienten, war das Fallen des Gewichts immer scharf aus- 
gedriickt. Was nun den Verlauf des Experiments betrifft, so waren in 
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der ersten Woche iiberhaupt keine sichtbaren Stérungen zu bemerken, 
am Ende der zweiten Woche aber bemerkte man dyspeptische Er- 
scheinungen. Sowohl die normalen als auch die dezerebrierten Tauben 
fingen an, den Reis 1 oder 2 Stunden nach der Fiitterung zu erbrechen. 
Da ich nun fiir diesen Fall im Kafig einen besonders eingerichteten 
Boden hatte, so gelang es mir, den erbrochenen Reis genau zu ver- 
zeichnen. Das Erbrechen fing gewéhnlich von 5g an und wuchs bis 
zu 15g. Es ist interessant zu bemerken, daB die Menge des erbrochenen 
Reises bei dezerebrierten Tauben stets gréBer war als bei normalen. 


Somit unterscheiden sich die Symptome der Avitaminose bei 
dezerebrierten Tauben wesentlich von solchen bei normalen. Die bei 
den letzteren so charakteristische Gewichtssenkung ist bei dezerebrierten 
zweifellos schwicher, in einigen Fillen ist sie sogar gar nicht ausgedriickt. 
Freilich sind auch Ausnahmen méglich. In einem Falle beobachtete 
ich ein scharfes Fallen des Gewichts bei einer dezerebrierten Taube, 
welche auf avitaminéser Kost gehalten wurde. Aus Griinden, die 
nicht von mir abhangen, habe ich ihn hier nicht besprochen. Allein 
dieser Fall widerspricht durchaus nicht meiner Anschauung. In den 
schon erwihnten Arbeiten von Popow (3) und Popow und Bajandurow (4) 
ist das Phinomen der wellenférmigen Schwankungen des Gewichts 
der Taube nach Entfernung des GroBhirns festgestellt worden. Daselbst 
ist die Voraussetzung gemacht worden, daB die genannten /Schwan- 
kungen infolge der Funktionsstérungen jener Mechanismen, welche 
das Kérpergewicht regulieren, entstehen. Besonders charakteristische 
Phasen der Gewichtsschwankung sind dessen GréBerwerden in der 
ersten Zeit nach der Operation. Allein hier wird auch manchmal aus- 
nahmsweise ein Sinken beobachtet. Die Verfasser duBerten die Meinung, 
daB die Gewichtsregulation mit Teilnahme des GroBhirns vor sich 
gehe. Vom genannten Standpunkt aus kénnen die in dieser Arbeit 
vorgefiihrten Tatsachen erklirt werden. In der Tat, wenn wir die 
GroBhirnhemispharen entfernen, stéren wir dadurch die Gewichts- 
regulation. Da nun die Gewichtsregulation gestért ist, fallt das Gewicht 
bei Avitaminose nicht typisch. Hieraus kann man schlieBen, daB der 
Gewichtsverlust an sich bei Avitaminose nicht ausschlieBlich von 
Prozessen abhingig ist, welche in peripherischen Zellen vor sich gehen, 
sondern auch von Eingriffen zentraler Nervenmechanismen. Eine 
andere Tatsache, welche hier betont werden muB, ist die, daB Poly- 
neuritis bei dezerebrierten Tauben friiher eintritt als bei normalen. 
Dieser Umstand fiel besonders bei Heilungsversuchen normaler und 
dezerebrierter Tauben ins Auge. Letztere erkranken an Polyneuritis 
dann, wenn die normalen Tauben duBerlich noch ganz gesund sind, 
nur aber ihr Gewicht stark gesunken ist. Durch das Heilverfahren 
wird nicht nur die Erkrankung der dezerebrierten Taube beseitigt, 
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sondern auch schnell das Gewicht gehoben. Die normale Taube aber. 
deren Krankheit nur im Sinken des Gewichts ausgedriickt war, kann 
dasselbe nur sehr langsam zuriickerhalten. Wenn die normale Taube 
zur Polyneuritis gebracht wurde, so verliuft die Heilung noch linger 
Wiederholte Anwendung der avitaminésen Kost, welche mit Kurkost 
abgewechselt wird, erzielt dasselbe Bild. Ubrigens fangt nach einer 
gewissen Zeit solcher Abwechslungen das Gewicht der dezerebrierten 
Taube an abzunehmen. Wenn iiber die Teilnahme der Zentral. 
mechanismen geredet werden soll, so richtet sich diese Teilnahme im 
Endschlu8 nicht zuungunsten des Organismus. Natiirlich sind auf 
diesem so verwirrten Gebiet nur Voraussetzungen mdglich. Neue 
Versuche in dieser Hinsicht sind tiberaus notwendig. Die weitere Aus. 
arbeitung dieser Frage soll meine naichste Aufgabe sein. 

Auf Grund der oben beschriebenen Tatsachen erlaube ich mir, 
einige SchluBfolgerungen zu aiuBern: 

1. Dezerebrierte Tauben, welche auf Reisdiat gebracht sind, ver- 
lieren an Gewicht viel weniger als normale, welche demselben Regime 
unterworfen wurden, oder sie verlieren garnichts. 

2. Die Periode vor der Erkrankung an Polyneuritis ist bei Tauben. 
welche des GroGBhirns verlustig geworden sind, gewéhnlich kiirzer als 
bei normalen. 

3. Gewoéhnlich erholen s’ h dezerebrierte Tauben nach Anwendung 
des Heilverfahrens schneller als normale. 

4. Der Verlust an Kérpergewicht bei Ayitaminose verliuft augen- 
scheinlich nicht ohne Teilnahme des Zentralnervensystems. 


Zum SchluB halte ich es fiir meine Pflicht, meinem hochverehrten 
Lehrer, Herrn Prof. Nikolai Popow, fiir das von ihm vorgeschlagene 
Thema und die bestindige warme Teilnahme in Rat und Tat bei cer 
Ausfiihrung dieser Arbeit meine innigste Dankbarkeit auszudriicken. 


Literatur. 


1) Bykmann, Virchows Arch. f. pathol. Anat. u. Physiol. 148, 1897. 
2) C. Funk, ,,Die Vitamine“, 1922. — 3) N. A. Popow, Shurnal teoretit- 
schesky i praktitschesky Mediziny, T.I, Nr. 3/4, 1923. — 4) Popow und 
Bajandurow, ebendaselbst, T. 1, Nr. 3/4, 1925. 
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Zur Blutzuckerfrage. 
Fraktionierung der reduzierenden Substanzen in Blutfiltraten. 


Von 
B. Sjollema. 


Aus dem Laboratorium fiir medizinische Veterinarchemie der Reichs- 
universitat Utrecht.) 


(Eingegangen am 3. Januar 1927.) 


Die Frage, inwiefern die Reduktion von Cuprisalzen und vom 
Rotblutlaugensalz in Blutfiltraten von Glucose verursacht wird, laBt 
sich jetzt noch nicht beantworten. Wir wissen nicht, ob neben Nicht- 
zucker — wie Harnsaure, Kreatinin usw. — auch andere Zuckerarten 
als Glucose im Blute vorkommen. 

Es war bis jetzt nicht méglich, in Flissigkeiten, die nur etwa 
0.1 Prom. von verschiedenen Zuckerarte.1 enthalten, eine Trennung 
hervorzurufen bzw. die Zuckerarten nebeneinander zu bestimmen. 
Dadurch konnte die Frage, ob verschiedene physiologische und patho- 
logische Verhialtnisse, wie Nahrungsaufnahme, Fasten, Diabetes, 
Injektion von Insulin usw., den Gehalt an jeder der reduzierenden 
Kohlenhydrate fiir sich aindern, noch nicht studiert werden. 

In dieser Mitteilung wird eine Methode angegeben, welche es 
erméglicht, Glucose von Disacchariden (Lactose und Maltose) zu 
trennen und fiir sich zu bestimmen. Sie beruht darauf, daB die von 
der Kohle adsorbierten Zuckerarten ungleich leicht durch oberflachen- 
aktive Stoffe freigegeben werden. Die reduzierenden Stoffe der Blut- 
filtrate kann man dadurch in drei Fraktionen trennen. Durch Schiitteln 
von Zuckerlésungen bzw. von Blutfiltraten mit Kohle (Carbo animale 
pro uso int. Merck oder Carbo medicinalis Merck), nachdem ein wenig 
Essigsiure zugesetzt ist, bleibt Glucose in Lésung, die Disaccharide 
bleiben aber, wenn es sich, wie in Blutfiltraten, um sehr verdiinnte 
Lésungen handelt, beinahe vollstandig adsorbiert. 

Setzt man statt Essigsiure Ather zur Lésung und schiittelt dann 
mit Kohle, so bleiben die Disaccharide in Lésung. 

Bei der Untersuchung von Blutfiltraten findet man deutliche 
Differenzen, wenn sie entweder mit Kohle plus Essigsiure oder mit 
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Kohle und Ather behandelt werden. Auch bleiben nach der Behandluny 
mit Kohle plus Ather noch immer reduzierende Stoffe an Kolile 
gebunden, d.h. die urspriingliche Reduktion des Blutfiltrats ist grier 
als die des Kohle-Atherfiltrats. 

Es ist wohl ausgeschlossen, daB die zweite und dritte Fraktion 
nur aus dem bekannten reduzierenden Nichtzucker des Blutfiltrats 
bestehen, dazu sind sie zu groB. 

Bei der Trennung mit Kohle und oberflichenaktiven Stoffen mu 
daran gedacht werden, daB letztere sich in Kohle anhiaufen. Die 
Konzentration dieser Stoffe in der Kohle hangt nach dem Schiitteln 
also nicht nur von ihrem Gehalt in der Lésung ab, sondern auch vom 
Verhiltnis zwischen Volumen der Lésung und Gewicht der Kohle. 
Man darf darum auch die Menge der Kohle nicht willkiirlich andern. 
Nachdem verschiedene Verhiltnisse gepriift waren, wurden endlich 
fiir unsere Zwecke folgende Quantititen als zweckmaBig gefunden. 
Zu 50 ccm der Zuckerlésung [bzw. des Blutfiltrats!)] werden 0,25 cem 
Eisessig (also 0,5 Proz.), 2,5g Kohle gesetzt, dann und wann ge- 
schiittelt und nach einer halben Stunde abgesaugt (z. B. im Gooch- 
tiegel; der hierzu benutzte Asbest muB gut gewaschen werden) und 
die Kohle langsam mit 'proz. Essigsiure nachgewaschen bis Filtrat 
und Waschfliissigkeit zusammen 100 ccm betragen. 

Zur Lésung der Disaccharide werden gleichfalls 50 cem der Lésung 
und 2,5g Kohle verwendet. 

Es werden hier 15 ccm Ather hinzugesetzt und sofort kraftig ge- 
schiittelt; dann und wann wird das Schiitteln wiederholt und nach 
einer halben Stunde abgesaugt und jetzt mit Wasser, das mit 
Ather gesiittigt ist, langsam nachgewaschen, bis das ganze 100 ccm 
betriigt. Die 15 com Ather werden vollstandig (oder nahezu vollstandig) 
von der Kohle adsorbiert. Der Ather wird vor der Benutzung drei- 
oder viermal mit Wasser geschiittelt. 

Es mu8 zur Berechnung des Reduktionsvermégens des Kohle- 
Atherfiltrats immer ein Blindversuch mit Wasser, Ather und Kohle 
gemacht wérden; das Resultat dieses Versuchs fallt immer ein wenig 
niedriger aus als das vom Blindversuch mit Wasser. 

Man kann die GréBe der zweiten Fraktion auch in der Weise be- 
stimmen, daB die mit verdiinnter Essigsiure behandelte Kohle mit einem 
Gemisch von 50 ccm Wasser und 15 ccm Ather geschiittelt und nach 
einer halben Stunde abgesaugt wird. 

Die untenstehenden Resultate sind alle dadurch erhalten, dal 
fiir beide Fraktionen je 50 ccm der Zuckerlésung (bzw. des Blutfiltrats) 


1) Wo Mangel an Material besteht, kénnen die Analysen mit 25 cem 
gemacht werden. Es mu8 dann von Kohle, Essigséure und Ather die 
Halfte genommen und mit Waschfliissigkeit auf 50 cem gebracht werden. 
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verwendet wurden. Das Reduktionsvermégen der Fliissigkeiten wurde 
stets mit Rotblutlaugensalz in der von Hagedorn und Jensen angegebenen 
Weise bestimmt’). 

Die Blutfiltrate wurden mit wolframsaurem Natrium und verdiinnter 
Schwefelsiure nach Folin und Wu also 1:10 gewonnen?). Viele dieser 
Filtrate sind mit der Biuretreaktion und mit Sulfosalicylsiure untersucht. 
Das Resultat war immer negativ. Die Blutfiltrate enthielten also keinen 
an EiweiB gebundenen Zucker*). 

Fiir die Bestimmung nach Hagedorn und Jensen wurden, je nachdem die 
Lésung mehr oder weniger arm an Zucker war, meistens 2 oder 5 ccm, oder 
auch wohl ein anderes Volumen benutzt. Immer wurde das Volumen, be- 
vor es mit der Blutlaugensalzlésung versetzt wurde, auf 10 ccm gebraclht. 
Wo Essigséure verwendet war, muBte natiirlich neutralisiert werden. Die 
Neutralisation wurde in einer besonderen Portion vorgenommen, damit 
die Fliissigkeit, welche weiter untersucht wurde, keinen Indikator enthielt. 

Nach Zusatz von 1 cem der Sodalésung und 2 ccm der Rotblutlaugen- 
salzlésung, wurde 15 Minuten im kochenden Wasserbad erhitzt und nach 
Abkiihlung mit Wasser in der iiblichen Weise titriert, wobei Natrium- 
thiosulfat von n/200 und eine Mikrobiirette verwendet wurden. Diese 
Thiolésung wurde taglich frisch aus einer n/10 Lésung dargestellt. Nach 
der Titration wurde immer dadurch gepriift, ob eventuell zu viel Thio ver- 
wendet war, da8 die titrierte Fliissigkeit mit einer kleinen Spur der Ferri- 
cyankaliumlésung versetzt wurde. Es mu8 dabei wieder eine blaue Farbe 
auftreten. 

Die Menge der Zuckerlésungen oder der Blutfiltrate, welche zur 
Untersuchung gelangte, enthielt oft etwa 0,5 mg Glucose (bzw. Lactose 
oder Maltose); es wurden dabei etwa 2,8ccm der n/200 Thiolésung 
verbraucht. 

Fir den Blindversuch (mit 2ccm der Rotblutlaugensalzlésung) 
war der Verbrauch an Thiolésung zwischen 3,9 und 4cem. Dieser 
Blindversuch wurde taglich gemacht. 

Die Fehlergrenze darf in den meisten Analysen wohl auf mindestens 
4 Proz. angenommen werden und kann da, wo die Lésung sehr wenig 
Zucker enthielt, wohl etwas gréBer sein. 


Resultate. 


Einige Male wurden 50 ccm von einer 0,1 prom. Glucoselésung in 
der oben angegebenen Weise mit Essigsiure und Kohle behandelt und 
zu gleicher Zeit in der urspriinglichen Léisung eine Bestimmung nach 
Hagedorn und Jensen gemacht. 


1) Diese Zeitschr. 185, 46, 1923. 

*) Journ. biol. Chem. 41, 372, 1920; geindert nach Haden, ebendaselbst 
56, 469, 1923. 

8) Mit physiol. NaCl-Lésung dialysiertem Blutplasma (Pferd, verdiinnt) 
1: 3500 gibt Sulfosalicylsiure noch eine deutliche Triibung. 
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Die Glucose wurde dabei immer vollstiandig zuriickgefunden. | ies 
war auch der Fall, wo eine starkere Lésung, und zwar von 0,25 Prom 
zur Verwendung kam. Es gingen keine reduzierenden Substanzen aus 
der Kohle in Lésung. 

Bevor die richtigen Mengenverhaltnisse gefunden waren, wurde 
die Glucose nicht immer vollstandig wiedergefunden. Wo z. B. jy 
Kohle, 1 Proz. Essigsiure genommen wurde und bis auf 80 ccm aus 
gewaschen wurde, enthielt die Lésung nur 62mg von den 100 mg 
Glucose. Durch weiteres Auswaschen mit Essigsiure von 1 Proz. ging 
die Glucose vollstandig in Lésung. 

Es muBte natiirlich untersucht werden, ob Glucose, die zu Blut 
zugesetzt war, in der soeben beschriebenen Weise zuriickgefunden 
wird. Pro 100 ccm Pferdeblut wurden einige Male 100 mg Glucose hinzu- 
gesetzt und ein Filtrat nach Folin und Wu gemacht. Der Vergleich 
der Bestimmung in den Kohle-Essigsaurefiltraten mit und ohne Glucose- 
zusatz zeigte, daB alle Glucose in Lésung geblieben war. Wurden 
Lactoselésungen von 0,1 Prom. genau derselben Behandlung unter. 
worfen, so blieben wenigstens 90 Proz. der Lactose in der Kohle zuriick. 

Bei der Feststellung des Reduktionsvermégens von Lactose, Rot- 
blutlaugensalz gegeniiber, zeigte sich, daB, wenn dasselbe von Glucose auf 
100 cem gestellt wird, die Zah] fiir Lactose etwa 72 ist. Weil die zweite 
Fraktion der Blutfiltrate (d.h. die Fraktion, in welcher sich die Di. 
saccharide befinden) immer weniger als 0,1 Prom. Lactose enthialt. 
wurden auch Lactoselésungen von 0,075 Prom., 0,050 Prom. und 
0,025 Prom. untersucht. 

Es stellte sich hierbei heraus, daB nur unbedeutende Mengen 
der Lactose in Lésung blieben, und zwar zwischen 5 und 2 Proz. der 
urspriinglich anwesenden Lactose. Weil die Blutfiltrate gewéhnlich 
nicht mehr als 0,030 Prom. von anderen Kohlenhydrate wie Glucose 
enthalt, macht man nach dieser Methode einen unbedeutenden 
Fehler. Bei der Analyse von Mischungen von Glucose und Lactose 
1aBt sich aus der Differenz zwischen dem Reduktionsvermégen der 
beiden Filtrate berechnen, wieviel Lactose im Kohle-Essigsaurefiltrat 
gelést sein muB. 

Es liegt auf der Hand, da® auch eine Mischung von Glucose und 
Lactose untersucht wurde, und zwar wurde eine 0,1 prom. Glucose- 
lésung mit dem gleichen Volumen einer 0,1 prom. Lactoselésung versetzt 
Das Kohle-Essigsiurefiltrat enthielt 52,7 mg Glucose, also ein wenig 
mehr als theoretisch; unsere Zahlen fiir Glucose waren aber oft etwas 
héher als 100. Von Lactose, die in Blut gelést worden war — 100 mg 
auf 100 ccm —, wurde im Blutfiltrat nach Behandlung mit Kohle und 
Essigsiure nur wenig zuriickgefunden, und zwar 4,7 mg (berechnet als 
Lactose). 
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Beziiglich der Untersuchungen, welche dartun, da Lactose in 
Losung bleibt, wenn die Lésung in der oben angegebenen Weise mit 
Kohle und Ather geschiittelt wird, kann folgendes mitgeteilt werden. 

Wo 50 ccm Lésung mit 15 cem Ather versetzt wurden, enthielt das 
Filtrat 71,5; wo 25 ccm Ather verwendet wurden, 71,9 mg, berechnet als 
Glucose; also alles wurde zuriickgefunden, denn das Reduktionsvermégen 
der Lactose verhalt sich zu dem der Glucose wie etwa 72: 100. 

Wo nur 10cem Ather benutzt wurden, blieb ein Teil der Lactose 
an Kohle gebunden. 

Es wurden dann noch Lactoselésung und Glucoselésung gemischt 
und die Mischung mit Kohle und Ather behandelt; weiter wurde Blut 
mit Lactose versetzt (100 mg auf 100 ccm) und in derselben Weise 
verfahren. In beiden Fallen wurde die Lactose annahernd zuriick- 
gefunden. 

Auch mit Maltose haben wir diese Versuche gemacht. Die Er- 
gebnisse waren dieselben wie mit Lactose. Beim Schiitteln mit Kohle 
und Essigsiure gingen etwa 6 Proz. der Maltose in Lésung. Mit Kohle 
und Ather blieb die Maltose gelést. 

Das Reduktionsvermégen der Maltose verhielt sich zu dem der 
Glucose wie etwa 76 zu 100. 

Es wurde weiter untersucht, wie Glykogenlésungen sich Kohle 
und den beiden oberflachenaktiven Stoffen gegeniiber verhalten. 

Von einer 0,1 prom. Lésung blieb mit Kohle und Ather ungefahr 
die Halfte gelést; von einer 0,05prom. Lésung ungefihr 80 Proz. Mit 
Kohle und Essigsiure bleibt nur ein kleiner Teil des Glykogens frei. Die 
Resultate sind hier also anders als zu erwarten war. Falls Glykogen 
im Blute vorkommt, wird man es wohl hauptsichlich in der zweiten 
Fraktion (mit Kohle und Ather-Filtrat) finden, denn der Gehalt wird 
im Blutfiltrat (1: 10) gewiB nicht gréBer sein als 0,05 Prom. 

Auch untersuchten wir, wie sich Harnsaéure, Kreatinin und Kreatin 
bei der hier beschriebenen Methode verhalten. 

Beim Behandeln mit Kohle und Essigsiure bleibt Harnsaiure 
(zur Verwendung kamen Lésungen von 0,05 und 0,025 Prom.) voll- 
stindig an Kohle gebunden. Aus einer 0,05- und 0,025prom. Lésung 
geht etwa ein Drittel mit Kohle und Ather in Lésung. 

Das Reduktionsvermégen verhielt sich zu dem von Glucose wie 
etwa 60: 100. 

Vom Kreatinin léste sich aus einer 0,05prom. Lésung beim 
Schiitteln mit Kohle und Essigsiéure nur wenig etwa 12 Proz. —. 
wihrend mit Kohle und Ather das Kreatinin vollstandig gelést blieb. 

Das Reduktionsvermégen war etwas kleiner als die Halfte von 
dem von Glucose (45 bis 47 Proz.). 

Kreatin reduzierte Rotblutlaugensalz nur wenig. Das Reduktions- 
vermégen ist nur 13 (Glucose 100) Das Kreatin wird also bei 
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der Reduktion von Blutfiltraten keine groBe Rolle spielen. |n 
der ersten Fraktion blieb aus einer 0,05prom. Lésung ein Drittel in 
Lésung; in der zweiten hingegen léste sich das Kreatin vollstandig. 

Die Kohle-Essigsaurefiltrate enthalten also keine Harnsaure und 
so gut wie kein Kreatinin und Kreatin. In dem Kohle-Atherfiltrat 
befinden sich die Hauptmengen des Kreatinins und Kreatins und etwa 
die Halfte der Harnsiure. 

Wir untersuchten in diesem Jahre eine groBe Anzahl von Blut- 
proben von verschiedenen Tieren und Menschen mit Riicksicht auf 
die Frage, inwiefern neben Glucose andere Zuckerarten darin vor. 
kommen, und arbeiteten urspriinglich zwar mit Kohle und Essigsiure, 
aber nicht immer mit derselben Konzentration der Essigsiure, und 
auch wohl mit anderen Verhiltnissen zwischen Kohle und Fliissigkeit. 
Nur einmal haben wir dabei gefunden, daB die Reduktion des Kohle- 
Essigsaurefiltrats dieselbe war, wie die des Blutfiltrats selbst. Das 
war in dem Blute eines Diabetikers, dessen Blutzuckergehalt 309 mg 
in 100 ccm Blut betrug. 

Vom Blute von Diabetikern mit etwa 230 und 260 mg Blutzucker 
aber blieb nach Behandlung mit Kohle und Essigsiure noch ein be- 
deutender Teil der reduzierenden Stoffe an Kohle gebunden. 

Von der Untersuchung von Blutfiltraten, genau nach dem oben 
beschriebenen Verfahren gemacht, teile ich hier folgendes mit'). 

Die Zahlen geben immer Milligramm Glucose auf 100 ccm Blut an. 
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*) Das Tier hatte 16 Stunden gefastet. 
**) Das Tier hatte 64 Stunden gefastet, also 2 Tage spater. 


Wenn man im Blute des Menschen pro 100 ccm 1 bis 2 mg Kreatinin, 
4 bis 5 mg Kreatin und 2 bis 3 mg Harnsiure annimmt, so ist nach 
dem oben angegebenen Reduktionsvermégen dieser drei Stoffe ihr 
Glucoseaquivalent im ganzen héchstens 3,5mg pro 100cem Blut, 
also nur etwa ein Achtel von der Summe der zweiten und dritten 
Fraktion. 


1) Wir untersuchten immer Oxalatblut. Es wurden auf etwa 60 ccm 
Blut 100 mg Kaliumoxalat verwendet. 
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Diese drei Stoffe kénnen unméglich den Wert der ersten Fraktion, 
also des Glucosegehalts, nennenswert beeinflussen, denn nach dem, 
was wir gefunden haben, enthalt die erste Fraktion so wenig, daB sie 
pro 100 ccm Blut ebensoviel Rotblutlaugensalz reduzierte wie '/, mg 
Glucose. 

Fir die zweite und dritte Fraktion berechnen sich diese Glucose- 
iquivalente héchstens auf 1,9 und 1,2 mg. 

Diese Werte liegen innerhalb des Gebiets der Fehlergrenzen. 

Aus dieser Arbeit geht hervor, daB auBer Glucose noch bedeutende 
Mengen von anderen reduzierenden Stoffen in den nach Folin und Wu') 
dargestellten Blutfiltraten vorkommen, die nur zu einem kleinen Teile 
aus dem bekannten reduzierenden Nichtzucker, wie Harnsiure, be- 
stehen kénnen. 

Nach der hier mitgeteilten Methode lé6t sich der Glucosegehalt 
ziemlich genau in Blutfiltraten bestimmen und in sehr verdiinnten 
Lésungen eine Bestimmung von Glucose neben Disacchariden (Lactose 
und Maltose) ausfiihren. 

Die Untersuchungen, die mit Hilfe der Herren A. Emmerie, 
Assistent, und H. Hooghoudt, Analytiker, ausgefiihrt wurden, werden in 
verschiedenen Richtungen fortgesetzt. Beiden Herren spreche ich 
meinen Dank aus. 


1) Auch gilt dies, wie wir mit einigen Proben feststelliten, fiir Blut 
filtrate nach Hagedorn und Jensen [also mit Zn(OH), bereitet}. 








Ein neues Gefrierpunktsthermometer fiir wiasserige Liésungen. 


Von 
Heinrich Menzel. 


(Mitteilung aus dem Anorganisch-chemischen Laboratorium der Technischen 
Hochschule Dresden.} 


(Eingegangen am 4. Januar 1927.) 


Bei zahlreichen biochemischen Untersuchungen spielen die Gefrier- 
punktsmessungen irgendwelcher Fliissigkeiten zur Ermittlung ihrer 
osmotischen Konzentrationen eine groBe Rolle. Da es sich dabei vor- 
wiegend um wiisserige Lésungen handelt, werden bereits statt der 
sonst gebrauchlichen Beckmannthermometer mit verinderlichem Meb- 
bereich vielfach solche mit festem Eispunkt benutzt. Um von den in 
Celsiusgraden gemessenen Gefrierpunktsdepressionen auf die osmotischen 
Konzentrationen zu gelangen, d.h. auf die Konzentrationen der 
osmotisch wirksamen Teilchen: Molekiile, Molekiilkomplexe und 
elektrolytischen lonen, hat man die Celsiusgradablesungen durch die 
GréBe E = 1,860° C, die molekulare Gefrierpunktsdepression in 1000 g 
Wasser, zu dividieren, denn bekanntlich bewirkt ein Grammolekiil 
eines undissoziiert und nicht assoziiert in 1000 g Wasser (~ | Liter) 
gelésten Stoffes eine Gefrierpunktserniedrigung von 1,860°C, streng 
genommen bei unendlicher Verdiinnung, in groBer Annaherung aber in 
allen verdiinnten Lésungen. 

Um bei umfangreicheren MeBreihen und bei haufigerer Vornahme 
von Gefrierpunktsbestimmungen diese jedesmalige Umrechnung tber 
den Wert 1,860 zu ersparen, ist ein Gefrierpunktsthermometer mit 
festem Nullpunkt konstruiert worden, dessen Skala nicht nach Celsius- 
graden, sondern nach einer neuen Gradeinheit eingeteilt ist, die 1,860° € 
gleichkommt und als Molgrad bezeichnet werden soll. 1 Molgrad (Mol®) 

1,860° C. 

Eine Gefrierpunktsmessung mit dem neuen Molgradthermometer 
gibt also unmittelbar die angendherte osmotische Konzentration der 
untersuchten Fliissigkeit an. 
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Das Molgradthermometer (geschiitzt als D. R.-G.-M. 42' 948927) 
wird von der Firma Robert Goetze, Leipzig, angefertigt und in zwei 
Ausfiihrungen in den Handel gebracht. 


Die grofe Form schlieBt sich in Format und MeBbereich etwa den 
normalen Beckmannthermometern an. Die Skala geht von + 0,1 Mol® 
bis — 2,5 oder — 2,7 Mol®, entsprechend den sonst iiblichen 5 bis 6°C. 
Die Skalenbezeichnung ist sinngeméB vom Eispunkt absteigend, 
d.h. in negativen Molgraden nach unten, die Teilung von 0,005 zu 
0,005 Mol® (also in zweihundertstel Mol®) durchgefiihrt, so daB mit 
der Lupe bequem noch die tausendstel Mol®, bei einiger Ubung sogar 
noch die zweitausendstel abgeschitzt werden kénnen. Die Eichung 
der Instrumente wird bis zum Skalenbeginn eintauchend bei 18° mittlerer 
Raumtemperatur vorgenommen. Diese Form ist hauptsachlich zu 
Messungen mit der gewdhnlichen Beckmannschen Gefrierpunkts- 
apparatur oder ahnlichen anderen gedacht. Auf Wunsch wird sie mit 
Priifungsdaten der Physikalisch-Technischen Reichsanstalt geliefert. 


Aus besonderen Griinden (mégliche Beriicksichtigung des Faden- 
fehlers auch fiir Falle, wo das Thermometer nicht bis zum Skalenanfang 
in das GefriergefaB taucht, sondern noch ein Stiick unterhalb desselben 
herausragt) wird die enge Kapillare, die langs der Skala liuft, noch 
eine Strecke unter der Skala in gleichem Kaliber fortgefiihrt, um dann 
erst in ein kurzes Stiick einer weiteren itiberzugehen, die an die Queck- 
silberkugel angeblasen ist. Eingehenderes iiber die bei exakteren Be- 
stimmungen anzubringende Fadenkorrektur, sowie einige belegende 
MeBreihen mit der gréBeren Form des neuen Molgradthermometers 
werden demnachst in der Zeitschrift fiir Elektrochemie mitgeteilt werden. 


Die kleine Form des Molgradthermometers ist in seinen AusmaBen 
der Gefrienpunktsapparatur fiir kleine Fliissigkeitsmengen nach Drucker 
und Burian mit freundlichem Einverstandnis des Herrn Prof. Drucker, 
Leipzig, angepaBt worden. Sie umfaBt etwa 2,5 Mol® in Hundertstel- 
teilung; die urspriinglichen zur gleichen Apparatur gelieferten Celsius- 
gradthermometer haben ein Skalenbereich von etwa 5° C in Fiinfzigstel- 
teilung. Von der Beibehaltung der engen Kapillare noch unterhalb der 
Skala wird bei diesen kleinen Instrumenten abgesehen. 


Der Gebrauch des Molgradthermometers ist in keiner Weise 
schwieriger als der der bisher iiblichen Gefrierpunktsthermometer. 
Da der praktische Eispunkt aus technischen Griinden nie absolut mit 
dem Nullpunkt der Skala zusammenfallt, und da er infolge thermischer 
Nachwirkungen in der Wandung der Quecksilberkuge! im Laufe der 
Zeit kleine Verschiebungen erfahren kann, empfiehlt es sich, vor In- 
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gebrauchnahme des Instruments und wahrend des Gebrauchs zwischen. 
durch in bestimmten Zeitraumen den Eispunkt nachzukontrollieren 
und die entsprechende Korrektur an den Messungen in Rechnung zu 
ziehen. 

Samtliche Auswertungen, die an Gefrierpunktsmessungen mit dem 
Celsiusgradthermometer vorgenommen werden (etwa nach dem Mole- 
kulargewicht, dem van ’t Hoffschen Faktor i, der osmotischen Kon- 
zentration, dem Dissoziationsgrad, dem osmotischen Koeffizienten /,), 
gestattet noch einfacher das Molgradthermometer, indem iiberall statt 
des immer wiederkehrenden Quotienten 4:2 (4 = Depression in 
Celsiusgraden, HE = 1,860) die direkte Molgradablesung t in die be- 
treffenden Formelausdriicke einzusetzen ist. 

Daher diirfte diese kleine Neuerung auch fiir biochemische Arbeiten 
bequem und vielleicht willkommen sein. 
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Bestimmung von Qxalsiure im Harn 
mit der Schaukelextraktionsmethode von Widmark. 
Von 
Carl G. Holmberg. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut Lund.) 


(Eingegangen am 5, Januar 1927.) 


Den am meisten benutzten Bestimmungsmethoden fiir Oxalsiure 
im Harn liegt die von Salkowski (1) im Jahre 1900 angegebene zugrunde. 
Die urspriingliche Methode ist wiederholt modifiziert worden und man 
ist der Ansicht, daB die von Mac Lean (2) erhaltene Form zuverlassige 
Resultate gibt. Diese Methode leidet indessen an gewissen praktischen 
Nachteilen, deren Beseitigung von Bedeutung wiire. Von diesen seien 
folgende hervorgehoben. Die Methode ist wegen der wiederholten 


Eindampfungen, Ausfallungen und Filtrationen sehr umstandlich und 
zeitraubend. Sie ist teuer, da unter anderem zu jeder Bestimmung 
ziemlich betrachtliche Mengen von Ather und Alkohol erforderlich sind, 
die nur zum Teil zuriickgewonnen werden kénnen. Bei den wiederholten 
Extraktionen mit dem Alkohol-Athergemisch verursacht die Emulsions- 
bildung oft Komplikationen, und hierzu kommt, da8 eine Extraktion 
mit alkoholhaltigem Ather stets unreine Extrakte geben muB. Nur 
mit ganz alkoholfreiem Ather kann man einen Extrakt erhalten, der 
keine unorganischen Bestandteile enthalt. Das Ausschiitteln im Scheide- 
trichter bietet schlieBlich keine Garantie fiir eine vollstandige Extraktion. 

Bei der Verwendung der Schaukelextraktionsmethode von 
Widmark (3) kénnen die meisten dieser Ubelstaénde vermieden werden 
und die Bestimmung von Oxalsiure in Lésungen wird hierdurch in 
hohem Grade vereinfacht, verbilligt und in wesentlichen Punkten 
automatisiert. 

Das Prinzip fiir die neue Oxalsiurebestimmungsmethode ist 
folgendes. In das Dimittensgefi8 des Doppelscheidetrichters!) wird der 


1) In bezug auf das Prinzip der Schaukelextrakticnsmethode wird 
auf oben angefiihrte Arbeit von Widmark, sowie auf eine Arbeit vom 
gleichen Verfasser in dieser Zeitschrift (Bd. 179, S. 263—271, 1926) iiber 
die Bestimmung von freier und gebundener Benzoeséure im Harn verwiesen. 
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angesauerte Harn gebracht, in das RezipiensgefaB eine Chlorcalcium. 
lésung. Beide Lésungen werden mit Ather iiberschichtet. Beim 
Schaukeln des Apparats wird der Ather von dem einen in den anderen 
Scheidetrichter dekantiert und die Oxalsaiure in die Rezipienslésung 
iibergefiihrt, wo sie als Calciumoxalat quantitativ zuriickgehalten 
wird. Auf diese Weise wird ein sehr reiner Extrakt erhalten, da keine 
unorganischen Verbindungen den alkoholfreien Ather passieren und 
nur durch Chlorcalcium fallbare organische Verbindungen im Rezipiens- 
gefiB angesammelt werden kénnen. Die Fallung kann dann durch 
Filtration abgeschieden werden und braucht vor der Titration mit 
Permanganat nur wenig gewaschen zu werden. 

Die Vorteile der Methode kénnen in folgenden Punkten zusammen. 
gefaBt werden: 


1. Die Extraktion verliuft vollstandig automatisch und gibt hierbei 
eine sehr reine Calciumoxalatfallung. 

. Kein vorbereitendes Eindampfen des Harns, nur eine Filtration. 

Geringer Atherverbrauch und keine Destillation des Athers. 

. Genaue Bestimmungen kénnen schon mit nur 50 ccm Harn 
ausgefiihrt werden, wodurch man in den Stand gesetzt wird, die 
Oxalsiureausscheidung auch bei kleinen Versuchstieren taglich 
festzustellen. 


m Sw bo 


1. Beschreibung der Ausfihrung der Bestimmung. 

Die erforderliche Ausriistung besteht aus folgenden Apparaten 

1. Schaukelextraktionsapparat nach Widmark. Die Glasteile sind 
erhaltlich bei Rudolph Grave, Stockholm, und ihre Dimension soll fiir 
eine Extraktion einer Fliissigkeitsmenge bis zu 50 com bemessen sein. 
Die Schaukel fiir die automatische Bewegung der Glasteile kann in 
jedem Institut nach der von Widmark gegebenen Beschreibung an- 
gefertigt werden oder sie kann auf Bestellung vom medizinisch-chemi- 
schen Institut zu Lund erhalten werden. 

2. Anordnung zum Absaugen, versehen mit einem Schottschen 
Glasfilter 3 < 7, ungefiihr 50 cem fassend. Absaugkolben. 

3. Eine Serie Pipetten von 3 bis 50 ccm. 

4. Eine Mikrobiirette nach Pregl, mit kleinster Teilung 0,02 ccm. 

5. Kolben: Zur Aufbewahrung des Harns 2-Liter-Kolben. Eine 
Anzahl Erlenmeyerkolben aus Jenaglas, 250 ccm. 


Lésungen : 
1. 5proz. Chlorcalciumlésung. 


2. 40proz. Schwefelsaure. 
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3. n/100 Kaliumpermanganatlésung, bereitet mit verlaBlichem 
Titer nach einer der anerkannten Methoden. Der Titer der Lésung 
muB oft mit bekannter Oxalsiurelésung kontrolliert werden. 

4. Waschwasser. Um Verluste beim Waschen der Oxalatfallung 
zu vermeiden, wird destilliertes Wasser benutzt, das durch Schiitteln 
mit Calciumoxalat mit diesem Stoff gesittigt worden ist. Es ist von 
Bedeutung, daB das hierzu benutzte Oxalat durch Feinpulverisierung 
und reichliches Waschen von jeder Spur von freier Siure befreit wird. 


5. Siure- und alkoholfreier Athylather. 


2. Die Extraktion. 


Die Tagesmenge Harn wird abgemessen und in einen 2-Liter- 
Kolben gebracht, der mit 20 ccm oder soviel 40proz. Schwefelsiure 
versetzt worden ist, daB die Lésung gegen Kongopapier sauer reagiert. 
Das Volumen wird vermerkt. Durch dieses Ansiuern wird vermieden, 
daB sich Oxalatkristalle an den Winden des GefiBes festsetzen und 
so der Bestimmung entgehen. 

50 ccm dieses angesiuerten Harns werden in das DimittensgefaB 
gebracht. In das RezipiensgefiB werden etwa 20 ccm Chlorcalcium- 
lésung eingefiihrt. Die beiden Lésungen werden mit 350 ccm Ather 
iiberschichtet, worauf der Apparat in Gang gesetzt wird. In der von 
Widmark angegebenen Schaukel kénnen gleichzeitig zehn Extraktionen 
ausgefiihrt werden. 

Das Schaukeln soll mit 18° Neigung jederseits der Horizontalebene 
und mit einer Geschwindigkeit von etwa 27 Sekunden fiir eine ganze 
Schaukelperiode (fiir eine ganze Umdrehung der treibenden Exzenter- 
scheibe) erfolgen. 

Die Extraktionszeit ist wegen der geringen Léslichkeit der Oxal- 
siure in Ather, verglichen mit der in Wasser, sehr lang, was aber nicht 
besonders stérend wirkt, da dieselbe fast ohne Uberwachung und 
gleichzeitig mit bis zu zehn Proben erfolgen kann. 

Die Extraktionszeit wurde bestimmt, indem bekannte, reine 
Oxalsdurelésungen wihrend verschiedenen Zeiten gegen Lauge extrahiert 
und diese danach, wie fiir die Bestimmung der Extraktionszeiten der 
Benzoe- und Hippursaure in obiger FuBnote angefiihrter Arbeit be- 
schrieben, titriert wurde. Da der Ubergang der Saure proportional der 
im DimittensgefaiB verbliebenen Menge erfolgt, ist die Extraktionszeit 
bei konstantem Fliissigkeitsvolumen von der Konzentration der Oxal- 
siure in der Probe unabhingig und demnach die Zeit fiir praktisch 
genommen vollstindige Extraktion fiir groBe wie fiir kleine Mengen 
gleich. Die Extraktionszeit variiert aber etwas bei verschiedenen 
Apparaten, was auf der verschiedenen Weite des Kommunikationsrohres 
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zwischen den beiden Behaltern beruht. Die kiirzeste von mir bestimmte 
Extraktionszeit betrug 46 Stunden bei einem Apparat mit sehr enger 
Offnung, die langste Extraktionszeit 75 Stunden bei einem Apparat 
mit sehr weiter Offnung. Praktisch genommen diirfte eine Extraktions- 
zeit von 75 Stunden ein zufriedenstellendes Resultat garantieren. Wil! 
man die Konstante der Extraktionsgeschwindigkeit fiir jeden Apparat 
kennen, was fiir ein exaktes Arbeiten wiinschenswert ist, so kann 
diese nach der von Widmark in oben erwaihnter Benzoesiurearbeit 
angegebenen Anweisung bestimmt werden. Hierbei ist die Konstante 
der Extraktionsgeschwindigkeit zweckmaBig aus jenen Werten zu er- 
mitteln, die man nach einer achtstiindigen Extraktion einer im Di- 
mittensgeféB angesiuerten 0,03 n Lésung von Kaliumoxalat erhalt. 


Im Verlauf der Extraktion wird dann die Oxalsiure vom Harn 
in das RezipiensgefaB iibergefiihrt und als Calciumoxalat ausgefillt, 
eine Fallung, die wegen ihrer Leichtigkeit und Geringfiigigkeit wenigstens 
zum gréBten Teile sich an der Begrenzungsschicht zwischen Ather und 
Chlorcalciumlésung ansammelt. Bei gréBeren Mengen Saure kann es 
zuweilen vorkommen, da sich eine zusammenhingende Haut bildet, 
die die Extraktion recht betrachtlich verlangern kann. Die Haut muf8 
dann zerstért werden, indem man den Extraktionsapparat einmal im 
Laufe der Extraktion vorsichtig schiittelt, so daB die Fillung zu 
Boden sinkt. 


8. Die Titration. 


Wenn die Extraktion beendet ist, wird das ExtraktionsgefiB aus 
der Schaukel genommen und der Bodenhahn des RezipiensgefaBes 
iiber dem in einen Absaugkolben eingesetzten Filtrierglas geéffnet. 
Durch dieses wird die ganze Chlorcalciumlésung abflieBen gelassen, 
wobei eine eventuell mitfolgende Fillung abfiltriert wird. Wenn der 
Ather den Hahn erreicht hat, wird dieser geschlossen und erst jetzt 
wird der Harn abgelassen und dann der Ather durch den Hahn des 
DimittensgefiBes. Um den geringen Atherrest zu entfernen, der beim 
Dekantieren im Rezipiensgefi8 zuriickgeblieben ist, saugt man einige 
Minuten einen starken Luftstrom durch den Apparat. Hierbei wird 
zweckmaBig so vorgegangen, daB der Schlauch einer Wasserstrah|- 
pumpe einige Zentimeter in das Pfropfenloch des RezipiensgefiBes 
eingefiihrt wird, wobei gleichzeitig der Bodenhahn und das Pfropfen- 
loch des DimittensgefiBes offengelassen werden. 

Die im Rezipiensgefa8 zuriickgebliebene Fallung, sowie jener Teil, 
der in das Filtrierglas gespiilt worden ist, werden nun auf folgende 
Weise gewaschen. Man setzt in das Pfropfenloch des RezipiensgefiBes 
einen Trichter, dessen langes Rohr ungefaihr 2 cm tiber dem Boden des 
GefiBes endigt, damit das Waschwasser nicht entlang den Wanden 
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herabrinnt, wodurch die leichte Fallung hinaufkriechen und leicht 
verloren gehen wiirde. Man fiihrt zweimal nacheinander 30 com Wasch- 
wasser ein, das jedesmal nach beendigtem Auffiillen durch den Boden- 
hahn iiber die am Filter befindliche Fallung ausflieBen gelassen wird. 
Hierdurch wird sowohl die im RezipiensgefaB wie am Filter befindliche 
Fallung hinreichend gewaschen. 

Nach dem Waschen wird die ganze Fallung in Schwefelsiure gelést. 
Nach dem Einsetzen des Filtrierglases in einen neuen, sorgfiltig ge- 
reinigten Absaugkolben werden durch den Trichter in das Rezipiens- 
gefiB dreimal nacheinander 10 ccm warme, 40proz. Schwefelsiure 
eingegossen, die in ihrer Ganze am Filter gesammelt wird, bevor man 
absaugt. Die Schwefelsiure muB im unteren Teile des RezipiensgefaBes 
gut herumgefiihrt werden, so daB sie Gelegenheit hat, dort alle vor- 
handene Fallung aufzulésen. SchlieBlich wird das RezipiensgefaB und 
das Filter auf die gleiche Weise mit destilliertem Wasser (das nicht 
mit Calciumoxalat gesattigt worden ist) nachgespiilt, bis die Schwefel- 
siure quantitativ in den Absaugkolben iibergefiihrt ist. Von hier aus 
wird die Lésung quantitativ in einen Erlenmeyerkolben aus Jena- 
glas tiberfiihrt und man titriert auf die gewéhnliche Weise mit n/100 
Kaliumpermanganatlésung. 1 ccm dieser Lésung entsprechen 0,45 mg 
Oxalsaure. 

4. Priifung der Methode, ; 

Die Methode ist teils an bekannten reinen Oxalsadurelésungen, teils 
durch Bestimmungen an Harn sowie schlieBlich durch Bestimmungen 
des Oxalsiuregehalts von Harn, dem bekannte Mengen Oxalsiure 
zugesetzt waren, gepriift worden. 


Tabelle I. 
Bestimmung bekannter Oxalsiuremengen in reiner Lésung. 





Berechnete | Berechnete 

| Gefundene | p Getundene | 

Men; | Fehler | Fehler Menge | Fehler 
Oxalsaure Menge | Oxalsaure | Menge 


mg mg m | Proz. mg mg Proz 


118 18 6‘ 0 +0 2,23 2,22 

12,3 12,2 0,1 = 08 1.58 1,49 

11,7 11,7 0 +0 1,24 1,19 a 
10.5 10,6 0,1 +09 1,02 1,02 +0 
276 272 | 004 | —15 





Aus diesen Bestimmungen ergibt sich, daB die Methode fiir so 
schwankende Mengen wie von 118 bis 1,02 mg Oxalsiure verwendbar 
ist. Fiir Mengen iiber 3 mg miissen stirkere Permanganatlésungen als 
n/100 benutzt werden. Im Harn kommen aber so geringe Mengen vor, 
daB immer die schwachere Lésung verwendet werden muB. Der absolute 
Fehler iibersteigt nicht 0,1 mg. 
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Tabelle II. 


Bestimmungen des Oxalséuregehalts vom Harn. Versuchsperson 24 Jahre 
alt, 57 kg. Gemischte Diit. 





smenge Ha , I i 4 
Deen | Seam tis30, | pas beom enguitesmen tom =| Oeclanane 
1926 com mg mg mg mg 
550 2,03 2,21 — 23,3 
1. VI 645 2,03 2,03 — 26,2 
2. Vi 1510 1,06 1,06 _ 32,0 
3. VI. 659 2,82 2,84 2,88 36,9 
8. VI. 740 1,46 1,35 _ 29,8 
11. VI 925 1,31 1,22 1,28 23,5 
15. VI 990 1,49 1,53 1,44 29,4 
16. V1 1299 1,70 1,68 1,68 43,5 


Die Ubereinstimmung zwischen den verschiedenen Bestimmungen 
mit dem gleichen Harn ist ungefahr gleich gut, wie bei den Versuchen 
mit reinen Lésungen. Ob die absoluten Werte richtig sind, laBt sich 
wohl kaum beweisen. Sie stimmen indessen ihrer GréBenordnung nach 
gut mit den Werten iiberein, die mit der Methode von Salkowski er- 
halten worden sind. Als Beispiel hierfiir kann angefiihrt werden, dab 
Mislowitzer (4) mit dieser Methode in vier Versuchen Werte erhielt, 
die, auf 1000 ccm Harn berechnet, zwischen 18,8 und 29,7 mg variierten. 
Werden diese Grenzen fiir die Tagesmenge 1500 ccm umgerechnet, 
erhailt man 27,2 und 44,6 mg. Die Tagesmengen in den obenstehenden 
von uns ausgefiihrten Versuchen liegen zwischen 23,3 und 43,5 mg, 
wobei aber zu beachten ist, daB der Harn be? diesen Versuchen wegen 
des warmen Wetters oft sehr konzentriert gewesen ist. 

Von calciumfillenden Sauren kénnten méglicherweise Citronen- 
siure und Harnsaure die Ursache zu hoher Werte fiir Oxalsaure bilden. 
Die erste Saure diirfte unter normalen Verhialtnissen nicht im Harn 
vorkommen und da sie auBerdem in Ather praktisch genommen un- 
léslich ist, braucht auf sie nicht Riicksicht genommen zu werden. 

DaB die Harnsiure nicht stért, wurde durch die Bestimmung von 
Oxalsiure in folgenden Lésungen von 50cem Volumen kontrolliert. 





Lé Kaliumoxalat | Natriumurat 
ésung 
mg mg 
I | 0 35 
ll 1,21 0 
Ill 1,21 35 


Die Lésungen wurden mit 3 cem n/5 Schwefelsiure versetzt und 
mit Calciumchloridlésung extrahiert. Die Lésung I ergab keine nach- 
weisbare Fillung, Lésung II gab 1,19mg und Lésung III 1,18 mg 
Oxalsiure. 
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In Tabelle III habe ich schlieBlich einige Versuche zusammen- 
gestellt, die zeigen, daB man, wenn man Harn mit einer bekannten 
Menge Oxalsaure versetzt, Werte erhalt, die sehr genau der durch den 
Zusatz verursachten Erhéhung entsprechen. 


Tabelle III. 





Praformierte | Pratormierte 
Saéure a. + zugesetzte Getundene 


Versuch in 530com Harn ase Saure Menge 


mg mg mg mg 


1,46 5.13 6,59 6,48 
1,31 1,08 2.39 2,39 
1,28 1,05 2.33 2,18 
2,97 1,04 401 3.96 
1,49 1,00 2,49 2,53 
1,68 1,92 2,70 2,70 


Literatur. 


1) E. Salkowski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 29, 437 bis 460, 1900; 
Prakt. d. physiol. u. pathol. Chem. 1912, 4. Aufl. — 2) H. Mac Lean, eben- 
daselbst 60, 20 bis 24, 1909. — 3) EB. M. P.Widmark, Skand. Arch. f. 
Physiol. 84, 61 bis 71, 1926. — 4) E. Mislowitzer, diese Zeitschr. 126, 77 
bis 81, 1921. 








Uber die Bildung 
von reiner d(—)-Milchsaure durch frische Hefen und Trocken- 
hefe sowie von d,1l-Milchsiure durch Hefenmazerationssaft. 


Von 
Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Gleich nach Auffindung der Ketonaldehydmutase hat der eine von 
uns') mitgeteilt, daB dieses Ferment wie in Tierorganen ebenso in 
Mikroben, z. B. in der Hefe vorkommt und daB diese aus Methy! 
glyoxal Milchsiure erzeugt. Die Fortfiihrung dieser Untersuchungen 
hat ergeben, daB die Ketonaldehydmutase ein iiberaus verbreitetes 
Enzym ist und selten in einer Zellenart vermibt wird, die wesentliche 
Funktionen des Kohlenhydratumsatzes erfiillt. So hat sich gezeigt, 
daB auch die haufige Bildung von Milchsaure bei Bakterien*) un- 
gezwungen durch die Dismutation intermediar gebildeten Methy!- 
glyoxals erklart werden kann. Ein gleiches gilt fiir die Gewebe hoéher 
entwickelter Vegetabilien; sie enthalten*) ebenfalls Ketonaldehyd. 
mutase und sind zu der Uherfiihrung des Methylglyoxals in Lactat 
befahigt, auf dessen Auftreten wahrend der anaeroben Atmung der 
Samenpflanzen J. Stoklasa, G. Muenk sowie J. Bodnar hingewiesen 
haben. Schon in unserer Abhandlung aus dem Jahre 1913 war die 
wichtige Rolle des neuen Enzyms hervorgehoben mit anschlieBenden 
Betrachtungen iiber die eigenartigen stereochemischen Effekte, die von 
den bis dahin vorliegenden Erfahrungen in bedeutungsvoller Weise ab- 
wichen. Durch IJsolierung des Lactats in Substanz hatten wir namlich 
den Nachweis gefiihrt, da8 aus dem strukturell inaktiven Methy!- 
glyoxal rund 70 Proz. der méglichen Menge Milchsiure hervorgingen 
und daB8 ihr Zinksalz in dieser Ausbeute aus reinem rechtsdrehenden. 
also zur d(—)-Milehsiure gehérigen milchsauren Zink bestand (diese 
Zeitschr. 51, 508, 1913). ; 

War es also damals gelungen, das Methylglyoxal-hydrat as ymmetrisch 
und jedenfalls zu mehr als 50 Proz. in eine aktive Raumform der Milch- 
siure umzulagern, so ist es spiter P. Mayer*) gegliickt, beim homologen 
Phenylglyoxal-hydrat die praktisch quantitative Umformung des gleich. 
falls ein asymmetrisches Kohlenstoffatom entbehrenden Ausgangs- 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 51, 484, 1913. 

2) C. Neuberg und G. Gorr, ebendaselbst 162, 490, 1925; 166, 482, 1925: 
G. Gorr und G. Perlmann, ebendaselbst 174. 433, 1926. 

3) C. Neuberg und G. Gorr, ebendaselbst 171, 475, 1926; 178, 358, 1926; 
G. Binder-Kotrba, ebendaselbst 174, 443, 1926. 

4) P. Mayer, ebendaselbst 174, 420, 1926. 
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materials — je nach Wahl der Zellart — in d- oder l-Mandelstiure zu 
hewirken. Nehmen wir hinzu, daB von uns im Jahre 1913, in das auch 
die Veréffentlichungen von Dakin und Dudley sowie Levene und Mayer 
fallen, bereits') die Anschauung entwickelt worden ist, nach der die 
Milchsdure, die beim Zuckerabbau auftritt, als Stabilisierungsprodukt des 
Methylglyoxals aufzufassen und das Methylglyoxal selbst entsprechend 
einzuordnen ist, so hat in den vergangenen 14 Jahren die Forschung 
iiber die enzymatische Dismutation des Methylglyoxals an beachtens- 
werten Ergebnissen nur noch den Nachweis von O. Meyerhof?) sowie 
von R. Kuhn und R. Heckscher*) zutage geférdert, daB von Gesichts- 
punkten der Kinetik aus sich ebenfalls keinerlei Einwendungen gegen 
die Methylglyoxal-hypothese der desmolytischen Milchsiurebildung 
ergeben. AuBerdem haben EL. Toenniessen und W. Fischer*) den 
grundlegenden Befund mitgeteilt, daB Methyiglyoxal als Abbauprodukt 
der Hexose im tierischen Stoffwechsel nachgewiesen werden kann, und 
ein gleiches behauptet 4. Aubel) fiir Kleinlebewesen. 

Bei der als recht universell anerkannten Fahigkeit der Zellen zur 
Milchséureproduktion schien es uns nun méglich, den friiher allein mit 
obergiriger Hefe bewirkten maBbigen Umfang der Dismutation von 
Methylglyoxal zur Milchsaure zu vergréBern und damit neue Gesichts- 
punkte fiir die Stellung des Methylglyoxals im Stoffhaushalt der Hefen 
zu gewinnen. Diese Erwartung hat sich durchaus erfiillt. Durch 
Wechsel des Materials und durch Anderung der Mengenverhiltnisse 
sind wir nicht allein dazu gelangt, Methylglyoxal-hydrat mit auffallender 
Schnelligkeit und quantitativ durch Hefen und Hefenpraparate um- 
zusetzen, sondern auch die Ausbeute an Milchsiure weit héher als friiher 
zu treiben. Fiir Fragen von solcher Wichtigkeit scheint es uns nicht 
angangig, lediglich das Verschwinden des Methylglyoxals oder eine 
Saurebildung festzustellen, auf eine Farbreaktion hin auf Milchsaiure 
zu schlieBen, oder auch durch die konventionelle Bestimmungsmethode 
nach Clausen den Gehalt an Milchsiure zu errechnen, sondern wir 
halten es fiir cine unerlaBliche Notwendigkeit, die Milchsaure auBerdem 
in Substanz zu isolieren, durch Analysen ihr Vorliegen zu beweisen 
sowie mittels optischer Konstanten ihre Konfiguration zu bestimmen. 
Schon friiher hat der eine von uns, wie erwahnt, bei Versuchen mit der 
Ketonaldehydmutase tierischer Herkunft vermocht, /ristallisiertes 
Zinklactat zu 70 Proz. der theoretischen Menge rein abzuscheiden, 
und wir sind, abweichend von Kuhn und Heckscher (1. c.), der Meinung, 


‘) C. Neuberg, Der Zuckerumsatz der Zelle. Jena 1918. 
*) O. Meyerhof, diese Zeitschr. 159, 432, 1925. 

3) R. Kuhn und R. Heckscher, H. 160, 116, 1926. 

*) BE. Toenniessen und W. Fischer, H. 161, 254, 1926. 
5) BE. Aubel, C.r. 188, 572, 1926. 
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daB dieses Ergebnis ein vorziigliches gewesen ist. Zu unseren neuen 
Hefenversuchen benutzten wir sowohl obergdrige Hefe von Sinner 
als untergdrige Hefe der SchultheiB-Patzenhofer Brauerei.  Letztere 
kam auch in Form von T'rockenhefe zur Anwendung, und aus ihr wurde 
ferner der benétigte zellenfreie Hefenmazerationssaft bereitet. Mii 
siimtlichen der erwihnten Hefenmaterialien war es méglich, Methy/ 
glyoxal quantitativ umzusetzen. Je nach Menge der frischen Hefe 
brauchten wir zur Umwandlung einer etwa m/10 bis m/15 Methyl. 
glvoxallésung 1 bis 6 Tage, ohne daB wir damit das Maximum der 
Geschwindigkeit erreicht zu haben glauben; mit Trockenhefe wenigstens 
ist die totale Verarbeitung einer rend m/15 Methylglyoxal-lésung bereits 
in drei Stunden vollzogen, und Hefenmazerationssaft bringt sie ebenso 
schon in 21, bis 3 Stunden zuwege! 

Die Versuche sind mit und ohne Zusatz von Zucker ausgefiihrt 
worden. Eine gewisse Differenz in der Geschwindigkeit der Methyl- 
glyoxal-umwandlung war zwischen den zuckerhaltigen Proben und 
den zuckerfreien Kontrollen zu konstatieren, wobei es auffiel, dal 
mit wenig Hefe in Anwesenheit von Kohlenhydrat das Methyl- 
glyoxal schneller verschwand. Eine bemerkenswerte Abweichung 
macht sich nach unseren bisherigen Ergebnissen zwischen diesen 
beiden Arten der Versuchsanstellung dadurch geltend, daB bei 
simultaner Vergirung von Rohrzucker infolge phytochemischer Re- 
duktion des Methylglyoxals eine, wenn auch maBige Menge, 5 Proz. der 


Theorie, an Propylenglykol, CH, . CHOH .CH,OH, gebildet wird. 
Dieses ist optisch aktiv, und zwar lavogyr, genau so wie das friiher von 
E. Férber, F.F. Nord wad C. Neuberg') durch phytochemische Re- 
duktion des Acetols gewonnene Propylenglykol (a, 6-Di-oxy-propan) 

Zum Unterschiede von den im Jahre 1913 von Neuberg ausgefiihrten 
Versuchen haben wir zuniachst ohne Zugabe eines die Reaktion regu- 
lierenden Bodenkérpers (Calciumearbonat) gearbeitet und vielmehr 
die Wasserstoffionen-konzentration fortbestehen lassen, die sich in 
dem Gemisch von Hefenmaterial und Methylglyoxallésung von selber 
einstellt. Dieses ist deshalb geschehen, um zu sehen, ob auch bei der 
naturgemaB wachsenden Aciditét des Gemenges die Umwandlung zu 
Ende geht. Dies ist der Fall, indem wir zum SchluB ein pq von durch- 
schnittlich 3,7 konstatierten, wahrend nach den von Kuhn und Heckscher 
fiir tierisches Ferment gemachten Angaben bei py = 4 jede Wirkung 
der Ketonaldehydmutase erléschen soll. 

Schon rein auBerlich vermag man die fortschreitende Entstehung 
von Saure in den Versuchen mit Hefensaft zu erkennen; denn in diesen 


1) E. Farber, F. F. Nord und C. Neuberg, diese Zeitschr. 112, 313, 1920 
vel. P. A. Levene und A. Walti, Journ. biol. chem. 68, 418, 1926. 
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tritt mit zunehmender Umwandlung des Methylglyoxals eine bis zur 
Flockung sich verstarkende Triibung auf, die man auf Saureflockung der 
im Mazerat vorhandenen Hefenproteine beziehen muB; natives Pferde- 
serum oder auch eine klare Eieralbuminlésung, die keine Ketonaldehyd- 
mutase enthalten, werden namlich von sdurefreiem Methylglyoxal der 
angewendeten Konzentration wahrend der angegebenen Versuchszeit 
nicht getriibt, geschweige geflockt. 

Uberhaupt ist das Methylglyoxal von auBerordentlich beachtens- 
werter Ungiftigkeit fiir lebende Ober- und Unter-hefen. Fiigt man die 
hochkonzentrierte 10proz. Methylglyoxallésung auf einmal zu einer 
girenden Zuckerlésung, so daB diese dann in bezug auf den Keton- 
aldehyd eine Molaritaét von '/,, bis '/,, besitzt, so findet keine Unter- 
brechung der Garung statt. Zu Beginn erfolgt sogar eine Garungs- 
beschleunigung, im Einklange mit der schon friiher von einem von uns 
beschriebenen!) stimulierenden Kraft dieses Ketonaldehyds. 

Das Propylenglykol, das, wie erwihnt, bei der gemeinsamen 
Digestion von Methylglyoxal mit Zucker durch Hefe gebildet wird, 
sofern letzterer Zeit zur volligen Vergarung findet, wurde nach folgendem 
Prinzip isoliert. Das Gargut wurde filtriert, mit alkalifreiem Zink- 
cearbonat zur Absiattigung der entstandenen Saure gekocht, erneut 
filtriert und im Faust-Heimschen Verdunstungskasten zu Sirup kon- 
zentriert. Aus diesem zog bei vielfachem Auskneten kalter absoluter 
Alkohol das 1,2-Propandiol aus, das dann nach Verjagen des Weingeistes 
und Wiederaufnahme des Riickstandes in absolutem Alkohol, im Grunde 
genommen nach der friiher zur: Darstellung des Gérungs-Glycerins 
ausgearbeiteten Methodik?), in destillationsfahigen Zustand iibergefiihrt 
wurde. Die Rektifikation im Vakuum ergab dann das Propylenglykol, 
das auBer durch Siedepunkt und Drehungsvermégen durch Oxydation 
mit Natriumhypobromit in eine Fehlingsche Lésung duBerst stark 
reduzierende Substanz (wahrscheinlich eine Mischung von Acetol und 
Milchsiurealdehyd) tibergefiihrt wurde; diese lieferte mit p-Nitro- 
phenylbydrazin in essigsaurer Lésung das beweisende Methylglyoxal- 
p-nitro-phenylosazon. 

Dieselbe Verbindung, die von C. Newberg und E. Kansky*) 1908 
beschrieben worden ist, haben wir iibrigens als sicherstes Mittel zur 
Erkennung und Bestimmung noch vorhandenen Methylglyoxals, wie in 
allen unseren einschligigen alteren*) Arbeiten, auch hier verwendet. 
Fallt die p-Nitro-phenylosazon-Probe negativ aus, so ist mit Bestimmt- 
heit das Methylglyoxal verschwunden. Selbst in Gegenwart von Zucker 


') C. Neuberg, diese Zeitschr. 88, 145, 1918. 

2) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 92, 234, 1918. 
3) C. Neuberg und BE. Kansky, Ber. 41, 956, 1908. 

*) Zuerst bei C. Neuberg, diese Zeitschr. 49, 504, 1913. 
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ist die Reaktion ausfiihrbar; denn bei ZusammengieBen der Lésungen 
in der Kalte und zehnminiitigem Zuwarten reagiert der Zucker noc} 
nicht unter Osazonbildung, wahrend aus dem Ketonaldehyd Methy! 
glyoxal in dieser Zeit das Di-hydrazon (= Osazon) chne weiteres 
entsteht. Wie friiher schon wiederholt hervorgehoben wurde, ist dic 
Wagung des p-Nitro-phenylosavons eine quantitative Methode, und 
mit ihr lieB sich dartun, daB wahrend der Versuchszeit die unspezifische 
Umwandlung unseres vollkommen reinen Methylglyoxals hier, d. h. in 
Abwesenheit von Calciumcarbonat, nicht mehr als 3 Proz. betrug 

Das gleiche Verfahren kam zur Anwendung fiir die Feststellung des 
Dismutationsvorganges bei jenen Versuchen, in denen infolge geringer 
Hefenzugabe nur eine etwa 50proz. Umwandlung des Substrats be- 
wirkt war. Mit Ausnahme dieser Ansitze, in denen durch beabsichtigte 
Beschriankung des Fermentmaterials ein nur teilweiser Verbrauch des 
Methylglyoxals herbeigefiihrt war, ist in allen iibrigen Ansiatzen die 
Ausgangssubstanz vollstandig verschwunden gewesen. Wir beziehen 
dieses Ergebnis noch nicht auf eine 100 proz. Uberfiihrung in Milchsaure 
Die tiblichen Milchsiureanalysen nach Clausen und den an diesem Ver. 
fahren angebrachten Modifikationen ergaben, je nach der Versuchs- 
anordnung, bei frischen Hefen eine Ausbeute an Milchséure von 47 bis 
82 Proz., bei Trockenhefe 62 bis 77 Proz. und bei Hefensaft 73 bis 88 Proz 

Wir méchten an dieser Stelle abermals hervorheben, daB diese 
bedeutende Menge Milchsiure schon in der kurzen Zeit von 2% bis 
3 Stunden in einer Fliissigkeit erzielt wurde, die in bezug auf Methy|- 
glyoxal einen Gehalt gleich m/10 bis m/15 aufwies. Wir wollen es zum 
Gegenstande einer besonderen Untersuchung machen, ob die an sich vor- 
treffliche Milchsiure-bestimmungs-Methode in der bisher geiibten Form 
auch fiir solche Fille zuverlassig ist, in denen niedere Spaltungsprodukte 
des EiweiBes vorhanden sind; denn weder durch die EnteiweiBung nach 
Schenk’ noch die nach Folin-Wu werden Proteosen und Aminosauren 
fortgeschafft. Hierzu miiBte das Verfahren nach Neuberg und Kerb 
herangezogen oder auf das Prinzip der Ohlssonschen Methode zuriick- 
gegriffen werden. Immerhin haben wir durch Anstellung von Blind- 
versuchen an Proben, in denen frische Hefen, Trockenhefen und Hefen- 
mazerationssifte ohne Methylglyoxalzusatz unter identischen Be- 
dingungen digeriert waren, den dann wirklich oder scheinbar vor- 
handenen Milchséuregehalt ermittelt und ihn von dem im jeweils zu- 
gehérigen Hauptversuch erhaltenen Ertrag in Abzug gebracht. Die 
erwahnten Ausbeutezahlen, die bei den wechselnden Versuchsbedin- 
gungen von 47 bis 88 Proz. reichen, sind die auf enzymatische 
Methylglyoxal-umwandlung sich beziehenden Werte. 

DaB mit einem Fehler der bisherigen Methode der Milchsaure- 
bestimmung (Oxydation zu Aldehyd) vielleicht gerechnet werden 
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nub, ergibt sich nun daraus, daB die von uns in den Versuchen mit 
frischer Hefe isolierte Milchsiure den reinen optischen Antipoden der 
sonst in der Natur vorkommenden Raumform der Milchséure darstellt. 
\ic im Blindversuch scheinbar ermittelte Milchsiure miiBte doch wohl 
gewohnliche 1(+-)- oder d, l-Milchséure sein. Unser Vorgehen bei der 
lsolierung und der Kristallisation (s. experimenteller Teil) biirgt aber 
dafiir, daB nicht etwa die durch Kombination mit der anderen Kompo- 
nente sich bildende oder praformierte Razemform entfernt wird. (Viel 
geringere Léslichkeit des d, |-Zinklactats!) Zugleich beweist die Iso- 
lierung des Zinksalzes der reinen d(— )-Milchsiure, daB tatsachlich die 
spezifische Dismutation des Methylglyoxals die vorherrschende Reaktion 
ist. Im Gegensatz au dem Effekt der lebenden Hefe ging aus der Be- 
handlung des Methylglyoxals mit zellfreiem Mazerationssaft — in 
Ubereinstimmung mit den alteren Beobachtungen des einen von uns 
die d, l-Milchséure hervor. Nicht unerwahnt bleibe, daB wir Anzeichen 
dafiir gefunden zu haben glauben, daB ein Teil des Methylglyoxals 
von Hefe vergoren wird. Auf diese Frage behalten wir uns vor, zuriick- 
zukommen, wie auch auf verschiedene Konsequenzen, die sich aus 
friiheren Erfahrungen auf diesem Gebiete sowie aus den vorstehenden 
Ausfiihrungen nebst nachfolgenden analytischen Daten ergeben. 


Das als Substrat verwendete Methylglyoxal war nach der vorziiglichen 
Vorschrift von H.0O. L. Fischer und C. Taube) aus Dioxyaceton gewonnen 
und lag nach zweimaliger Rektifikation in vdéllig reinem Zustande vor. 
Sofort pach der letzten Destillation wurde eine rund l0proz. wisserige 
Lisung bereitet und in dieser der genaue Gehalt an Ketonaldehyd durch 
Darstellung und Wagung des p-Nitro-phenylosazons ermittelt. 


/. Versuche mit frischen Hefen als Fermentmaterial. 
A. Oberhefo Sinner. 


1. Versuchsrethe. 


L00 cem 25proz. Rohrzuckerlésung, 37,5 g frische Oberhefe, 
mit Wasser auf 275 ccm aufgefiillt; nach Angarung*) Zugabe 
von 25cem Methylglyoxallésung, enthaltend 2.3726 g reinen 


Ketonaldehyd. 

2. 100 cem 25proz. Saccharoselésung, 37,5 g der Oberhefe, mit 
Wasser auf das Volumen von 300 cem gebracht. 
18,75 g Hefe, mit Wasser auf 137,5cem aufgefiillt; 12,5 ecm 
Methylglyoxallésung, enthaltend 1,1863 g Methylglyoxal. 

. 137,5cem Wasser; 12,5cem Methylglyoxallésung, enthaltend 
1,1863 g reines Methylglyoxal. 


1) H.O.L. Fischer und C. Taube, B. 57, 1502, 1924; 59, 857, 1926. 
2) Die Einleitung einer vorangehenden Angarung ist nicht wesentlich. 
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Taglich entnahmen wir den Ansitzen, die hier wie in allen iibrige » 
Fallen bei einer 23° nicht iibersteigenden Zimmertemperatur stehen 
blieben, einige Kubikzentimeter und ermittelten den Methylglyoxa! 
gehalt durch die Osazonprobe sowie den Zuckergehkalt durch Priifung 
mit Fehlingscher Mischung, falls das Methylglyoxal verbraucht war. Nach 
6 Tagen war in einer filtrierten Probe von Ansatz 1 kein Methylglyoxal 
mehr nachzuweisen und der Zucker war hier wie in Ansatz 2 vergoren 
In Ansatz 3 schritt der Methylglyoxal-schwund zwar von Tag au Tag 
weiter fort, ging aber nicht bis zu Ende. In diesem Ansatz wurde deshal)) 
bei Abbruch der Versuchsserie eine Restbestimmung des Methy!- 
glyoxals durch Darstellung und Wagung des p-Nitro-phenylosazons 
ausgefiihrt. Es ergab sich, daB noch 48,1 Proz. des urspriinglichen 
Methylglyoxals zugegen waren. In Ansatz 4 erfolgte zur gleichen Zeit 
eine Ermittlung des Methylglyoxals ; 97,5 Proz. der anfanglichen Menge 
waren noch unverandert. 


Uber den Endgehalt der Ansiitze 1 und 2 an Siure unterrichteten 
wir uns approximativ auf alkalimetrischer Basis, wahrend die eigent- 
liche Analyse nach dem Oxydations-Titrations-Verfahren geschah. 


Titration. l5cem von Ansatz 1 verbrauchten nach Kochen 
mit tiberschiissiger Natronlauge und Zuriicktitrieren mit Salzsaure 
15,7ceem n/l0 NaOH; Licem von Ansatz 2 benétigten 3,7 cem 
n/10 Lauge. Die Differenz, 12 cem n/10 Natriumhydroxyd, wiirde der 
gebildeten Milchsiure, namlich 0,108g in l5cem entsprechen. Im 
ganzen Ansatz (300cem)- waren demnach 2,160g Milchsaure; ber 
2,966 g. Eine Ausbeuteberechnung fiihrt also zu 73 Proz. der Theorie 


Zur Milchstiurebestimmung nach Clausen baw. Hirsch-Kaufmann 
eriibrigte sich die EiweiBfaillung nach Schenk, da nach dem Abfiltrieren 
der festen Hefenbestandteile Ger Zusatz von Salzsiure und Quecksilber- 
chlorid keinen Niederschiag mehr hervorrief. Dagegen erwies es sich als 
nétig, den durch alkoholische Garung gebildeten Weingeist zu entfernen 
Man erreicht das ohne Verlust an Milchsiure, indem man das klare 
Zentrifugat mit Natronlauge neutralisiert, mit Phosphorsiure ganz 
schwach ansiuert und langsam dreimal auf dem Wasserbade abdampft. 
Nach Aufnehmen in Wasser erfolgte die Entfernung der Kohlenhydrate 
in tiblicher Weise durch Kupfer-Kalk und anschlieBend die Oxydation 
mit Permanganat. 


Fiir Ansatz 1 ergab sich so in 1 cem 6,792 mg Milchsaure, fiir An- 
satz 2 nur 0,282 mg scheinbare Milchsiure. Nach Abzug dieser Menge 
von dem Wert des Ansatzes 1 erhalt man den eigentlichen Gehalt an 
Milchsaure, nimlich 6,510 mg auf 1 eem Urlésung. Im ganzen Ansatz 
(300 ccm) wiiren tatsachlich 1,953 g Milchsaure, gegen 2,966 g berechneter, 
d. h. 66 Proz. der Theorie, vorhanden. 





lauge 
kuur 
(mn 
nach 
wurd 
etwa 
gur | 
filtri 
mit 
wass 
Fliiss 
teak 
gewa 
imm 
wurd 
getre 
satio 
zur . 


Zn(C 


salz 


in 2, 





Bildung von reiner d (—)-Milchséure durch frische Hefe usw. 477 


Isolierung des milchsauren Zinks. 

150 cem des klaren Zentrifugats von Ansatz 1 wurden mit Natron- 
lauge neutralisiert, mit Phosphorsiure schwach angesiuert, im Va- 
kuum eingeengt, starker phosphorsauer gemacht, mit schwefelsaurem 
\mmonium gesattigt, filtriert, mit konzentrierter Ammonsulfatlésung 
nachgewaschen und im Perkolator erschépfend extrahiert. Darauf 
wurde der Atherauszug verdampft, der Riickstand in Wasser gelist, 
etwa 1, Stunde gekocht, mit 20g ausgewaschenem Bleicarbonat bis 
zur volligen Neutralisation im Wasserbade erhitzt, in Eis abgekiihlt, 
filtriert und mit Eiswasser nachgewaschen. Das klare Filtrat wurde 
mit Schwefelwasserstoff entbleit, filtriert und von geléstem Schwefel- 
wasserstoff durch einen Luftstrom befreit. Die klare milchsiurehaltige 
Fliissigkeit wurde mit 10 g alkalifreiem Zinkcarbonat bis zur neutralen 
teaktion im siedenden Wasserbade digeriert, abgesaugt und gut nach- 
gewaschen; das klare Filtrat, aus dem sich manchmal, aber keineswegs 
immer, noch ein Fléckchen irgend einer Verunreinigung abschied, 
wurde auf dem Wasserbade verdampft und der Riickstand an der Luft 
getrocknet. Ausbeute 1,868 g milchsaures Zink. Nach Umkristalli- 
sation aus heiBem Wasser und Trocknen an der Luft diente das Salz 
zur Analyse und Polarisation. 


a) Wasserbestimmung. 


0,1850 g lufttrockenes Salz verloren bei 105° 0,0241 g H,0. 


Bh) Zinkoxydbestimmung. 
0,1416 g lufttrockenes Salz gaben 0.0416 ¢ ZnO; 
0,1222 g - ‘a 0,0359 ¢ ZnO. 
Zn(C,H,O,), + 2 H,O. Ber.: H,O = 12,89 Proz.; ZnO = 29,11 Proz. 
Gef.: H,O 13,03 ,, ; ZnO = 29,40 
ZnO 29 36 
y) Drehungsbestimmung. 


Eine 2,457 proz. wiisserige Lésung, die 0.2821 g lufttrockenes Zink- 
salz in 10,0cem enthielt, zeigte im 2-dem-Rohr eine Ablenkung von 
a + 041°. [a], = + 8,3°. 


Es liegt also das Zinksalz der reinen d(—)-Milchsaure vor, da dieses 
in 2,5proz. Lésung die spezifische Drehung von -+- 8,0° besitzt. 


2. Versuchsreihe. 
5. 50cem 40proz. Zuckerlésung, 
140 ., Wasser, 
20 g Oberhefe Sinner, 
10 cem Methylglyoxallésung (— 1,0904 g Methylglyoxa)). 
Gesamtvolumen 214 cem. 
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6. 50cem 40proz. Zuckerlésung, 
150 ., Wasser, 
20 g Oberhefe Sinner. 


Gesamtvolumen 214 ccm. 
. 170 cem Wasser, 
20 g Hefe Sinner, 
10 cem der selben Methylglyoxallésung. 


- 


Gesamtvolumen 196 ccm. 


8. 190 ccm Wasser, 
10 ,, der gleichen Methylglyoxallésung. 

Nach 4 Tagen waren in Ansatz 5 und 6 der Zucker, und in Versuch 5 
auch das Methylglyoxal vollkommen verschwunden, wahrend es in 
Versuch 7 wiederum noch teilweise unangegriffen war. Mit Hilfe der 
p-Nitro-phenylosazon-Methode wurden in Ansatz 8. der die unspezifische 


Umwandlung anzeigt, noch 97 Proz., und in Versuch 7 bloB 37,8 Proz 
des angewendeten Methylglyoxals gefunden. 


Milchséurebestimmungen. 
In Ansatz 5 fiir 100cem ....... . . gef.: 0,516 g Milchsaur 
ey ry 7 ae ea! 
Als Differenz zwischen 5 und 6 fiir 100cem. . gef.: 0,471 g Milchsaure 
oder im ganzen Ansatz (= 2l4cem).... ., 1,008¢g 
ber.: 1,363 g 
Ausbeute 74 Proz. der Theorie. 


3. Versuchsreihe. 
9. 50cem 40proz. Rohrzuckerlésung, 
110 ,, Wasser, 
30 g Oberhefe Sinner, 
10 cem Methylglyoxallésung (= 0,9126 g Methylglyoxal). 


Gesamtvolumen 195 ccm. 


10. 50cem 40proz. Rohrzuckerlésung, 
120 ,, Wasser, 
30 g Oberhefe Sinner. 


Gesamtvolumen 195 cem. 
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11. 130 cem Wasser, 

60 g Oberhefe'), 
10cem Methylglyoxallésung wie oben. 
Gesamtvolumen 190 cem. 


12. 140 cem Wasser, 
60 ¢ Hefe. 
Gesamtvolumen 190 cem 


13. 190 cem Wasser, 
10 ., der selben Methylglyoxallésung. 
Gesamtvolumen 200 ccm. 


Der Zucker in Versuch 9 und 10 und das Methylglyoxal in 9 und 11 
waren mit der gréBeren Hefenmenge nach 2 Tagen vollstandig ver- 
schwunden. Zu dieser Zeit wurden in Ansatz 13 noch 99 Proz. des 
angewandten Ketonaldehyds wiedergefunden. Nach Zentrifugieren 
der Hefenansitze wurden in der klaren und vom Alkohol véllig be- 
freiten Fliissigkeit die Kupfer-Kalk-Fallungen vorgenommen und die 
Milchsauremengen ermittelt. 


In Ansatz 9 fiir l00Qcem. ...... =. . gef.: 0,505g Milchsiure 
oe eee ne 6 a he Oe eee 


Als Differenz zwischen 9 und 10 fiir 100cem_ gef.: 0,479g¢ Milchsaure. 


Im ganzen Ansatz (195 cem). ....... «4 O,934¢ 
ber.: 1,141 g 
Ausbeute: 82 Proz. der Theorie. 
In Ansatz 1] fiir l00cem. . .... . . . gef.: 0,351g Milchséure 
a We of aeeleid’s 1's See 
Als Differenz 11 — 12 fiir 100cem . . . . . gef.: 0,335g Milchsaure. 
Im ganzen Ansatz (19) cem). . ...... «4 O,637g 
ber.: 1.14] g 
Ausbeute: 56 Proz. der Theorie. 


B. Unterhefe Patzenhofer. 
4. Versuchsreihe. 
14. 50cem 40proz. Zuckerlésung, 
140 .. Wasser. 
20 g Unterhefe Patzenhofer, 
10 cem Methylglvoxallésung (= 1,0904 g Methylglvoxal). 
Gesamtvolumen 214 cem. 


1) In den zuckerfreien Ansitzen wandten wir das doppelte Hefen- 
quantum an. 
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15. 50ccem 40proz. Zuckerlésung, 
150 ,, Wasser, 
20 g Unterhefe Patzenhofer. 
Gesamtvolumen 214 cem. 
16. 170 cem Wasser, 
20 g Hefe Patzenhofer, 
10cem Methylglyoxallésung. 
, Gesamtvolumen 196 ccm. 
17. 190 cem Wasser, 
10 ,, Methylglyoxallésung. 


Nach 5 Tagen war in Ansatz 14 Methylglyoxal nebst Zucker, in 
15 der Zucker verbraucht, wahrend in 16 noch ein Teil des Methy!- 
glyoxals unverindert geblieben war. Die Wagung des p-Nitro-pheny!- 
osazons ergab in diesem Ansatz einen Rest von 36,2 Proz. des urspriinglich 
zugefiigten Ketonaldehyds und im Vergleichsversuch 17 noch 97 Proz., so 
da8 also lediglich 3 Proz. Methylglyoxal unspezifisch verandert worden 
waren, 


Milchsauregehalt. 


In Ansatz 14 fiir l00cem. . . . .. . . . gef.: 0492g Milchsiure 
(Seer 

Als Differenz 14—15 fiir l00cem .. . . .gef.: 0,444g Milchsaure. 

Im ganzen Ansatz (2l4cem). ....... «,, 0,950¢ ms 


ber.: 1,363g 
Ausbeute: 70 Proz. der Theorie. 


5. Versuchsrethe. 


18. 3 Liter Wasser, 
350 g Zucker, 
300 g Patzenhofer Hefe, 
140 g Methylglyoxallésung (= 14,0938 g Methylglyoxal). 
Gesamtvolumen 3,475 Liter. 
19. 3,14 Liter Wasser, 
350 g Zucker, 
300 g Unterhefe. 
Gesamtvolumen 3,475 Liter. 
20. 95 cem Wasser, 
5 ,, Methylglyoxallésung (= 0,50335g Ketonaldehyd). 


Nach 3 Tagen war der Zucker in 18 und 19 vergoren und in IS 
auch das Methylglyoxal verschwunden. Im fermentfreien Versuch 2) 
war zum SchluB noch das gesamte Methylglyoxal vorhanden. 
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Milchsauregehalt. 
In Ansatz 18 fiir l0OQcem. . . ... . . . gef.: 0,400g Milchsiure 
a .. SPH Sores a Ss wee eae 


\ls Differenz 18 — 19 fiir 100cem . . . . . gef.: 0,369g Milchsaure. 
Im ganzen Ansatz (3,475 Liter) . ..... 4, 12,822¢ 
ber.: 17,617 ¢ 
Ausbeute: 73 Proz. der Theorie. 


Isolierung von Zinklactat und Propylenglykol aus Ansatz 18. 


3 Liter des Zentrifugats vom Ansatz 18 wurden mit 100g Zink- 
carbonat (alkalifrei) 2 Stunden im siedenden Wasserbade gekocht, 
abgesaugt, der Niederschlag gut nachgewaschen und das klare Filtrat 
mit etwas Zinkearbonat im Faust-Heimschen Apparat zum Sirup 
eingeengt. Durch sorgfaltiges wiederholtes Verreiben mit kaltem, 
absolutem Alkohol wurde das Propylenglykol ausgezogen, wiihrend 
der gréBte Teil des Zinklactats mit Verunreinigungen aus der Hefe als 
pulvriger Riickstand zuriickblieb. Dieser unlésliche Anteil, durch Zentri- 
fugieren abgetrennt, wurde in Wasser gelést, mit H,PO, gegen Kongo 
angesiuert und mit schwefelsaurem Ammoniak gesattigt; dann wurde 
wie zuvor (s. 8.477) die Milchsiure mit Ather extrahiert. 

Der kalte alkoholische Auszug wurde im Vakuum_ verdampft. 
Der Riickstand war in absolutem Alkohol léslich. Es wurde das gleiche 
Volumen wasserfreien Athers hinzugefiigt, von dem entstandenen Nieder- 
schlag abfiltriert und gut nachgewaschen. Nach Eindampfen wurde 
die Auflésung in Alkohol und Fallung mit Ather wiederholt und so fort, 
his das Residuum im Gemisch gleicher Teile absoluten Alkohols und 
Athers klar léslich war. 

Die vereinigten Niederschliage der Alkohol-Ather-Fallungen gaben 
noch ziemlich stark die Milchséiure-reaktion nach Hopkins-Fletcher 
und wurden deshalb nach der vorher angegebenen Vorbereitung mit 
Ather extrahiert. Aus den atherischen Milchsiurelésungen wurden 
durch die 8.477 beschriebene Behandlung 18,5 g reines Zinksalz der 
d(—)-Milchsaure erhalten. Die Drehung einer 2,5proz. Lésung des Roh- 
produkts im 2-dem-Rohr betrug a = + 0,39°; [a], = + 7,8°. Somit 
war schon das Produkt des allerersten Kristallausfalls praktisch rein. 

Nach Umbkristallisation war [a], + 8,0° (a = + 0,40°, 1 = 2, 

2,5). 


0,1936 g lufttrockene Substanz gaben 0,0252 g H,O ab. 
0,1773 g lufttrockene Substanz lieferten 0,0517 g Zn O. 
Zn(C,H;O0,), + 2H,O. Ber.: H,O = 12,89 Proz.; ZnO = 29,14 Proz. 
Gef.: H,O = 13,01, ; ZnO = 29,16 
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Die in Alkohol und Ather klar lésliche Portion wurde zu Siruy 
verdampft, in absolutem Alkohol aufgenommen, iiber wasserfreiem 
Natriumsulfat getrocknet, vom Alkohol befreit und bei 12 mm frak 
tioniert. 

Fraktion a) 90 bis 92°: 0,6737 g Propylenglykol und 
b) 160°: 0,450 g unbekannte Substanz. 
Im ganzen Ansatz von 3,475 Liter sind demnach 0,780 g Propylenglyko! 
Die Ausbeute am richtig siedenden a,f-Dioxypropan belief sich auf 
5,24 Proz. der Theorie, die 14,88 g fordern wiirde, wenn alles Methy! 
glyoxal phytochemisch zum Propylenglykol reduziert worden ware. 
Die 0,6737 g der Fraktion a) wurden in Wasser gelést, auf 10,0 cem 


aufgefillt und polarisiert. Im 2-dem-Rohr war a = — 0,70°, also 
[a]p = §,2°. 


Oxydation des Propylenglykols mit Brom-Soda 


In der Propylenglykol-lésung von der Polarisation, die auf 5 ccm 
konzentriert war, wurden 2.5 ¢g kristallisierte Soda heiB gelést; nach 
Abkiihlung auf 5° setzten wir 0,35 cem Brom auf einmal hinzu. Beim 
Umschiitteln trat sofort fast ganzliche Entfairbung und Kohlensaure. 
entwicklung ein, die nach etwa 40 Minuten beendet war. Nun wurde 
mit Salzsiure angesduert, zur Entfirbung des frei gemachten Broms 
einige Blasen schwefliger Saure eingeleitet und schlieBlich mit Natron. 
lauge neutralisiert. 

Diese Fliissigkeit reduzierte Fehlingsche Mischung sofort in der 
Kalte auBerordentlich stark und gab beim Erhitzen mit p-Nitro- 
phenylhydrazin-acetat das Methylglyoxal-p-nitro-phenylosazon, das 
nach Umkristallisation aus Pyridin-Essigsiure den richtigen Schmelz. 
punkt von 284° besaB. 

6. Versuchsreihe. 
21. 50cem 40proz. Zuckerlésung, 
110 ,, Wasser, 
30 g Unterhefe, 
10 cem Methylglyoxallésung (= 0,9126 g Methylglyoxal). 
Gesamtvolumen 195 cem. 


22. 50cem 40proz. Zuckerlésung, 
120 ., Wasser, 
30 g Unterhefe. 
Gesamtvolumen 195 cem. 
23. 130 cem Wasser, 
60 g¢ Hefe, 
10 cem Methylglyoxallésung. 
Gesamtvolumen 190 cem. 
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24. 140 cem Wasser, 
60 ¢ Hefe. 
Gesamtvolumen 190 cem. 


25. 190 ccm Wasser, 
1) |, Methylglyoxallésung. 
Gesamtvolumen 200 cem. 
In Versuch 23 war das Methylglyoxal bereits nach 24 Stunden 
verschwunden, in 2]. Zucker nebst Methylglyoxal nach 46 Stunden. 


Milchsauregehalt. 
In Ansatz 21 fiir l00cem ...... . . gef.: 0490g Milchsiure 
Cigale, 
Als Differenz 21 — 22 fiir 100cem .. . . gef.: 0413 g Milchsaure. 
Im ganzen Ansatz (195 cem) . . 5 0,805 g 
ber.: 1,141 ¢g 
Ausbeute 71 Proz. der Theorie. 


In Ansatz 23 fiir l0Qcem ...... . . gef.: 0350g Milchsaiure 
eS” siti od ‘4 
Als Differenz 23 — 24 fiir 100cem .. . . gef.: 0,280 g¢ Milchsiure 
- » O688e 

ber.: 1.141 g 


Im ganzen Ansatz (190 cem) 
Ausbeute 47 Proz. der Theorie. 


il. Versuche mit Trockenhefe aus Patzenhofer Unterhefe. 


7. Versuchsrethe. 


26. 50cem 20proz. Zuckerlésung, 
140 ., Wasser, 
25g Trocken-Unterhefe, 
10cem Methylglyoxallésung (= 1,1252 g Ketonaldehyd). 
2 ,, Toluol. 
Gesamtvolumen 210 ccm. 
50 cem 20proz. Zuckerlésung, 
150 ., Wasser, 
25 g Trockenhefe, 
2cem Toluol. 
Gesamtvolumen 210 cem. 
28. 190 cem Wasser. 
25 g Trockenhefe, 
10cem obiger Methylglyoxallésung, 
2... Toluol. 
Gesamtvolumen 210 cem. 
Riochemische Zeitschrift Band 182. 
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29. 200 com Wasser, 
25g Trockenhefe, 
2cem Toluol. 


Gesamtvolumen 210 ecm. 


30. 100 cem Wasser, 
5 ., der gleichen Methylglyoxallésung, 
1 ., Toluol. 


Gesamtvolumen 105 cem. 


Die Osazonproben auf Methylglyoxal und die Reduktionsversuche 
mit Fehlingscher Léisung muBten in den Ansitzen mit Trockenhefe 
und ebenso bei Saft (s. 8. 485) selbstverstandlich in koagulierten und 
klar zentrifugierten Anteilen vorgenommen werden. Bereits nach 
3 Stunden war in Ansatz 26 und 27 kein Methylglyoxal mehr vor-. 
handen; unbeschadet des noch unvergorenen Zuckers wurde der Milch- 
siuregehalt ermittelt. Zur Entfernung der Kohlenhydrate muBte in 
diesen Versuchen natiirlich eine erheblich gréBere Menge Kupfer-Kalk 
angewendet werden als fiir gewéhnlich. 

Zur EiweiBfillung wurde nach Schenk zu dem nicht koagulierten 
Ansatz die gleiche Menge einer 4proz., mit Kochsalz gesattigten Salz 
siure und die doppelte Menge 5proz. Sublimats zugegeben. Nach der 
Entquecksilberung wurde der Alkohol durch dreimaliges Eindampfen 
entfernt und dann die Kupfer-Kalk-Fallung vorgenommen. 


Milchsauregehalt. 


In Ansatz 26 fiir l0OQcem ..... . . . gef.: 0,630g Milchsiure 
oe eee So a ee 2 See 

Als Differenz 26 — 27 fiir l00cem .. . . gef.: 0,515g Milchsaure 
Im ganzen Ansatz (210cem)....... «4. LO82g 
. ber.: 1,406 g 

Ausbeute 77 Proz. der Theorie. 

In Ansatz 28 fiir 1}00cem ...... . . gef.: OA77g Milchsaure 
° i _ ine 

Als Differenz 28 — 29 fiir 100cem .. . . gef.: 0.413 ¢ Milchsaure 
Im ganzen Ansatz (2/0cem)....... «4, O867¢ 
ber.: 1,406 ¢ 


Ausbeute 62 Proz. der Theorie. 


Bei Wiederholung der Versuche dieser Serie in genau gleicher 
Anordnung, jedoch mit einer anderen Trocken-Unterhefe, fanden wi! 
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m zuckerhaltigen Ansatz eine Ausbeute an Milchsiure von 71 Proz 
ind im zuckerfreien Versuch eine Ausbeute von 66 Proz. 

Das Zinksalz selbst war mindestens zu 95 Proz. reines d(—).- 
Lactat, enthielt also woh] eine Spur Racemat. 


il. Versuche mit Hefenmazerationssaft aus Patzenhofer Unterhefe. 
8. Versuchsrethe. 
31. 200 cem Mazerationssaft nach von Lebedew. 
10g Zucker, 
10 cem Methylglyoxallésung (= 1.1252 g Ketonaldehyd), 
5 Wasser, 
2 .. Toluol. 
Gesamtvolumen 220 ccm, 
32. 200 cem Saft, 
LO g Zucker, 
15 cem Wasser. 
2 .. Toluol. 
Gesamtvolumen 220 cem. 
3. 200 cem Saft, 
10 ., der gleichen Methviglyoxallésung, 
10 ., Wasser, 
2 .. Toluol. 
Gesamtvolumen 220 cem. 
. 200 cem Saft, 
20 ., Wasser, 
2 .. Toluol. 
Gesamtvolumen 220 ccm. 
105 com Wasser, 
5 .. von eben derselben Methylglyoxallésung, 
L ., Toluol. 


Gesamtyvolumen 110 cem. 


In dieser Versuchsreihe war nach 24, Stunden simtliches Methy!- 
glyoxal bereits verschwunden. Die Vorbereitungen zu den Milchsaure- 
bestimmungen waren die gleichen wie bei den Trockenhefen -Versuchen 
(s. S. 484). 


In Ansatz 31 fiir l0Ocem ....... . gef.: 0.656g Milchsiure 
iil, Tidy le eee 
Als Differenz 31 — 32 fiir l0Ocem . . . . gef.: 0.481 g¢ Milchsaure. 
Im ganzen Ansatz (220cem) ....... ». 1058¢ 
ber.: 1,406 g 
Ausbeute 75 Proz. der Theorie. 








486 C. Neuberg u. M. Kobel: 


In Ansatz 33 fiir l0Ocem ...... . . gef.: 0,631 g Milchsiur 
7: Oto, fe het ose wo, Te 
Als Differenz 33 — 34 fiir l00cem .. . . gef.: 0.469¢ Milchsiur: 
Im ganzen Ansatz (220cem) ....... =. =%I108lg 


ber.: 1,406 g 


Ausbeute 73 Proz. der Theorie. 


9. Versuchsreihe. 
36. 3 Liter Mazerationssaft, 
300 g Zucker, 
150cem Methylglyoxallésung (— 15,594 g Ketonaldehyd) 
30... Toluol. 
Gesamtvolumen 3300 cem. 


37. | Liter Saft. 
100 g Zucker, 
50 cem Wasser. 
10 ., Toluol. 


Gesamtvolumen 1100 cem. 


~~ 


38. 1 Liter Saft, 
50 cem Methylglyoxallésung (5.198 g Methylglyoxal), 
10... Toluol. 
Gesamtvolumen L050 cem. 
39. | Liter Saft, 
25c¢em Wasser, 
25 ., der selben Methylglyoxallésung (= 2,599g Keton- 
aldehyd), 
10) .. Toluol. 


Gesamtvolumen 1050 ccm. 


40. 500 com Saft, 
25 ., Wasser, 
5 ,, Tolwol. 
Gesamtvolumen 525 cem. 
41. %5cem Wasser, 
5 ., Methylglvoxallésung. 
1 .. Toluol. 
Gesamtvolumen 100 cem. 





Bereits nach 1}, Stunden war in 39 kein Methylglyoxal melu 
nachzuweisen und nach 3 Stunden war es auch in den anderen Saft- 
ansitzen nicht mehr zu entdecken. Nach dieser Zeit war in de 
Kontrollprobe 41 der Methylglyoxalgehalt ganz unverandert. 
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Milchsauregehalt. 
in Ansatz 36 fiir l0Ocem ...... . . gef.: 0,821 g Milchsdure 
eee sn sks: Ae ee 
\ls Differenz 36 — 37 fiir l00cem . . . . gef.: 0,521 g Milchséure. 
Im ganzen Ansatz (3300cem). ...... «,, 17,193¢ 
ber.: 19,493 g 
Ausbeute 88 Proz. der Theorie. 
In Ansatz 38 fiir L0Qcem ...... . . gef.: 0.713 g Milchsaure 
2 rea 
Als Differenz 38 — 40 fiir l0Qcem . . . . gef.: 0407 ¢ Milchsiure 
Im ganzen Ansatz (l050cem). ...... «, 4274¢ 
ber.: 6,498 ¢ 
Ausbeute 66 Proz. der Theorie. 
In Ansatz 39 fiir l0Ocem . . . . . . . . gef.: 0,559g Milchsiure 
CS, aa el 2 
Als Differenz 39 — 40 fiir l0Ocem . . . . gef.: 0.253 ¢ Milchsaure. 
Im ganzen Ansatz (1l050cem). ...... «. 2,657¢g 


ber.: 3,249 g 


Ausbeute 82 Proz. der Theorie. 


Der Ertrag war also in der diinneren, schnell enzymatisch um- 


yesetzten Methylglyoxallésung etwas héher. 

Das aus Ansatz 36 isolierte Zinksalz war optisch inaktiv'). Dab 
tatsachlich das Racemat vorlag, zeigte auch die Bestimmung des Kristall- 
wassers und der Asche. 

0.1808 g lufttrockenes Selz gaben 0.0333 g H,O ab. 

0.1826 g lufttrockenes Salz lieferten 0,0505 g ZnO. 

Zn(C;H,O,). + 3H,O. Ber.: H,O 18.18 Proz.: ZnO 
Gef.: H,O = 1842 ,, ; ZnO 


') Die Mutterlauge war ganz minimal dextrogyr. 


Berichtigung 
zu der Arbeit: Uber individuelle Verschiedenheiten des isoelektrischen 
Punktes beim Frauenmilcheasein, von F. Trendtel, diese Zeitschr. 180 
371 bis 376, 1927. 
In Versuchsreihe II (8.373 bis 374) ist zu lesen: 


(Nicht umgefilltes Casein) statt (Nicht umgefiilltes Casein). 
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